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1 Einleitung
1.1 Die Hefe Yarrowia lipolytica
Yarrowia (Y.) lipolytica ist eine obligat aerobe Hefe, die neben Hexosen verschiedene alternative
Kohlenstoffquellen (Lipide, Fettsäuren, Alkane, Ethanol, Essigsäure) verwerten kann. Sie kann
von lipidreichen Nahrungsmitteln wie Margarine, Olivenöl oder Käse sowie von Ölpflanzen, aus
Abwasser oder Bodenproben isoliert werden. In Abhängigkeit von der Herkunft des Stammes
sind proteolytische und lipolytische Aktivitäten, der Gehalt an Fettsäuren, deren Sättigung und
der Anteil ungeradzahliger Fettsäuren unterschiedlich (Sinigaglia et al., 1994).
Wickerham et al., 1969 beschrieben erstmals den Sexualzyklus der bis dahin als Candida
lipolytica Diddens & Lodder bekannten Hefe und bezeichneten sie als Endomycopsis lipolytica
Wickerham, Kurtzman & Herman. Im folgenden wurde sie als Saccharomycopsis lipolytica
reklassifiziert (Yarrow, 1972). Durch van der Walt und von Arx (1980) erfolgte die endgültige
Klassifizierung als Yarrowia lipolytica.
Die natürlichen Isolate waren für genetische Studien wenig geeignet, da sie geringe Kreuzungs-
und Sporulationsfrequenzen sowie eine geringe Sporenvitalität aufwiesen. Diese Eigenschaften
wurden erst durch eine Reihe von Inzuchtprogrammen verschiedener Arbeitsgruppen verbessert
(Gaillardin et al., 1973; Ogrydziak et al., 1978; Ogrydziak et al., 1982; Kurischko, 1984; Barth und
Weber, 1984; Barth und Weber, 1985; Weber et al., 1988). Das führte zu Laborstämmen, die für
die meisten Methoden der klassischen Genetik gut geeignet sind.
Y. lipolytica ist eine heterothallische Hefe. Die Paarungstypen werden als MATA und MATB
bezeichnet. Zellen der komplementären Paarungstypen können konjugieren und eine diploide
Zygote bilden. Unter spezifischen Nährstoff-Bedingungen sporulieren die diploiden Zellen und
bilden Asci mit 1 bis 4 Sporen. Haploide und diploide Stämme können stabil vegetativ vermehrt
werden. Das Paarungstyp-Allel MATA wurde kloniert und charakterisiert (Kurischko et al., 1992).
Der MATA-Locus enthält zwei entgegengesetzt orientierte Gene (Kurischko et al., 1999), die für
Proteine mit 119 (MATA1) und 291 (MATA2) Aminosäuren codieren. MATA1 wird für die
Induktion der Sporulation benötigt, MATA2 reprimiert die Konjugation.
Die Daten zur Biologie, Genetik und biotechnologischen Anwendung von Y. lipolytica sind in
einer Reihe von Übersichtartikeln zusammengefasst (Gaillardin und Heslot, 1988; Ogrydziak,
1988; Heslot, 1990; Barth und Gaillardin, 1996; Barth und Gaillardin, 1997).
1.2 Dimorphismus
Y. lipolytica ist eine dimorphe Hefe, die Hefezellen, Pseudohyphen und septierte Hyphen
ausbilden kann (van der Walt und von Arx, 1980). Die Hefezellen sind sphäroid, ellipsoid bis
länglich geformt, mit einer Größe von 3-5 µm x 3-15 µm. Echtes Mycel besteht aus septierten
Hyphen bis zu mehreren mm Länge. Die einzelnen Abschnitte der Hyphen sind zwischen 50 und
70 µm lang, die apikalen Zellen oft länger als 100 µm. Die Septen haben eine einzelne zentrale
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Pore (Kreger-van Rij und Veenhuis, 1973). Die Ausprägung des Dimorphismus, das heißt der
Anteil der verschiedenen Zellformen in der Kultur ist stammabhängig. Durch Ota et al. (1984) und
Rodriguez und Dominguez (1984) wurden Kulturbedingungen gefunden, welche die Bildung von
Hefezellen oder die Mycelentwicklung induzieren. Ota et al. (1984) beobachtete die Entwicklung
von Hyphen bei Wachstum in Medien mit Olivenöl und Kasein aus Rindermilch. Die
Mycelentwicklung wurde durch Mangel an Magnesiumsulfat und Eisenchlorid sowie durch
Zugabe von Cystein und reduziertem Glutathion gehemmt. Ein reproduzierbares System für die
Induktion der Mycelbildung entwickelten Rodriguez und Dominguez (1984) durch Kultivierung der
Zellen auf N-Acetylglucosamin als Kohlenstoffquelle. Dieses System wurde von Guevara-Olvera
et al. (1993) weiter optimiert, was zu einem Anteil an Hyphen an der Zellpopulation von über
90 % führte. Durch Serum im Medium ist analog zur humanpathogenen Hefe Candida albicans
die Mycelbildung gleichfalls induzierbar (Kim et al., 2000; Dominguez et al., 2000). Die
Mycelbildung kann durch Hemmung der Atmung und im Unterschied zu S. cerevisiae durch
Stickstoffmangel reprimiert werden (Szabo, 1999). Die molekularen Grundlagen für die
Regulation des Dimorphismus sind noch immer wenig bekannt. Der Vergleich der
Zellwandzusammensetzung von Hefezellen und Hyphen (Vega und Dominguez, 1986) zeigte
einen erhöhten Anteil an Aminozuckern und einen verringerten Anteil an Proteinen in den
Zellwänden von Hyphen. Die Profile der Proteingemische, die aus den Zellwänden von
Hefezellen und Hyphen gewonnen wurden, waren qualitativ ähnlich; es wurden nur quantitative
Unterschiede detektiert. Dagegen wurde von Ramon et al. (1996) ein Zellwandprotein (Ywp1p)
isoliert, das für die Hyphenform spezifisch ist. Dieses Protein ist nicht essentiell für Y. lipolytica,
eine YWP1-Nullmutante zeigt jedoch eine veränderte Chitinorganisation in der Zellwand (Ramon
et al., 1999). Weiterhin steigt beim Übergang von der Hefe- zur Hyphenform die Ornithin-
Decarboxylase-Aktivität und der Polyamin-Pool der Zelle (Guevara-Olvera et al., 1993). Reyna-
Lopez et al. (1997) detektierten unterschiedliche DNA-Methylierungsmuster bei Wachstum in der
Hefe- und Hyphenform. Anhand veränderter Koloniemorphologie (glatte Kolonien) lassen sich
Mutanten isolieren, die nur in der Hefeform wachsen (Ogrydziak et al., 1978; Rodriguez und
Dominguez, 1984; Fournier et al., 1991). Zur Zeit sind eine Reihe von Genen bekannt, deren
codierte Proteine einen Einfluss auf den Übergang von Hefe- zu Hyphenform haben. Das
Phosphatidylinositol/Phosphatidylcholin Transfer Protein (Sec14p) ist im Unterschied zu den
homologen Proteinen aus S. cerevisiae und C. albicans nicht essentiell für Wachstum und
Sekretion, aber für die Mycelbildung nötig (Lopez et al., 1994; Bankaitis et al., 1990; Riggle et al.,
1997; Rambourg et al., 1996). Weitere Gene, die Einfluss auf den Dimorphismus von Y. lipolytica
haben, sind MHY1, ein möglicher Transkriptionsfaktor, der für das Wachstum in der Hyphenform
spezifisch ist (Hurtado und Rachubinski, 1999); RAC1 (Hurtado et al., 2000); HOY1 (Torres-
Guzman und Dominguez, 1997), XPR6 (Enderlin und Ogrydziak, 1994) und GPR1 (Tzschoppe et
al., 1999). Es ist nicht bekannt, ob die durch diese Gene codierten Proteine direkt oder indirekt in
die Regulation des Dimorphismus involviert sind.
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1.3 Genetik und Molekularbiologie
Der G+C-Gehalt des Genoms von Y. lipolytica beträgt 49,6 bis 51,2 % (Kurtzman und Fell,
1999). Der Referenzstamm für Genomstruktur-Studien, Y. lipolytica E150, besitzt
6 Chromosomen mit einer Größe von 2,6 bis 4,9 Mb. Die Genomgröße ist mit 21 bis 22 Mb
größer als diejenige der Hefen S. cerevisiae oder S. pombe. Stämme unterschiedlicher Herkunft
unterscheiden sich deutlich in Anzahl und Größe der Chromosomen (Casaregola et al., 1997).
Chromosomale Replikationsstartorte (ORI) wurden von Fournier et al. (1991) und Matsuoka et al.
(1993) kloniert. Dabei zeigte sich, dass autonom replizierende Sequenzen (ARS) in Y. lipolytica
zwei Komponenten erfordern, um extrachromosomal repliziert zu werden, einen
Replikationsstartort (ORI) und Centromer-DNA (CEN) (Fournier et al., 1993; Vernis et al., 1997).
ORI- und CEN-Funktionen werden durch zwei unabhängige Regionen der ARS codiert und
können ausgetauscht werden. Das eröffnete die Möglichkeit mit einem CEN-tragenden Plasmid
weitere Replikationsstartorte zu klonieren (Vernis et al., 1999). In Umkehrung des Ansatzes
wurden mit Hilfe eines ORI-tragenden Plasmides CEN-Regionen isoliert (Vernis et al., 2001).
Keine der isolierten ORI- oder CEN-Sequenzen zeigte eine Homologie zu Sequenzen aus
S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis oder S. pombe.
Einen Großteil der repetitiven Sequenzen im Genom von Y. lipolytica stellen die rDNA-Gene dar
(van Heerikhuizen et al., 1985). Wildtyp- und Laborstämme enthalten stammabhängig zwei bis
sechs verschiedene rDNA-Einheiten (van Heerikhuizen et al., 1985; Casaregola et al., 1997). Die
Kopiezahl beträgt 50 bis 60 rDNA-Cluster pro haploides Genom (Clare et al., 1986; Le Dall et al.,
1994). Die rDNA-Einheiten codieren für die 25S und 18S, aber nicht für die 5S rRNA-Species,
die, wie in vielen filamentösen Pilzen und höheren Eukaryoten, separat vom rDNA-Cluster
angeordnet ist (Clare et al., 1986; van Heerikhuizen et al., 1985). Fournier et al. (1986) stellten
fest, dass die Unterschiede zwischen den rDNA-Repeats in den nichttranskribierten
Spacerregionen liegen.
Einige Stämme von Y. lipolytica besitzen eine unterschiedlich große Anzahl an
Retrotransposonen. Von Schmid-Berger et al. (1994) wurde ein Retrotransposon (Ylt1,
Ty3/gypsy-Typ) mit bis zu 50 Kopien pro haploidem Genom in Y. lipolytica nachgewiesen. Ein
weiteres Ty3-ähnliches Retrotransposon und ein LINE-Element konnten im Y. lipolytica Wildtyp-
Stamm W29 detektiert werden (Casaregola et al., 2000).
In einigen Stämmen wurden 1-3 Moleküle dsRNA nachgewiesen. Diese RNA liegt frei im Cytosol
vor oder ist in virus-like particles (VLP) verpackt (Groves et al., 1983; Treton et al., 1985). Der
Verlust der dsRNA konnte durch UV-Bestrahlung induziert werden und zeigte keinen
phänotypischen Effekt (Treton et al., 1987).
Durch die Sequenzierung von 4940 „random sequence tags“ (RST) aus dem Stamm W29
wurden bisher durch Homologievergleiche mit anderen Hefen mindestens 1229 kerncodierte
Gene identifiziert (Casaregola et al., 2000). Davon entsprachen 48 schon bekannten Y. lipolytica-
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Genen. Es wurden 42 tRNA-Gene detektiert, die rDNA-Cluster nachgewiesen und die 5S RNA-
Gene mit 40 dispers verteilten Kopien bestimmt. Weiterhin wurden mehrere mitochondriale Gene
gefunden. Die funktionelle Klassifikation der gefundenen Gene wurde begonnen und es zeigen
sich im Vergleich der funktionellen Klassen von Y. lipolytica mit den Klassen von S. cerevisiae
eine deutliche Erhöhung in der Zahl der Gene, die z. B. in die Klassen „ß-Oxidation von
Fettsäuren“, „extrazelluläre Proteine“, „Metabolismus von Lipiden und Fettsäuren“ einzuordnen
waren (Casaregola et al., 2000). Die Sequenzen sind im Internet unter http://cbi.labri.u-
bordeaux.fr/Genolevures/Genolevures.php3 recherchierbar.
Phylogenetisch nimmt Y. lipolytica eine Sonderstellung unter den Hefen ein. Mehrere
Eigenschaften stellen Y. lipolytica näher zu höheren Eukaryoten als zu anderen Hefen:
•  Die Analyse der 18S und 26S rDNA zeigte, dass sich Y. lipolytica-Sequenzen deutlich von
denen anderer Hefen unterscheiden (Barns et al., 1991; Kurtzman und Robnett, 1998).
•  Die rDNA-Gene kommen als dispers über das Genom verteilte Cluster vor, wobei die
5S RNA nicht vom Cluster codiert wird.
•  Durch Roiha et al. (1989) wurden die am Splicing der mRNA beteiligten small nuclear RNAs
(snRNA) verschiedener Hefen charakterisiert. Die Größen der snRNAs aus Y. lipolytica
unterscheiden sich deutlich von S. cerevisiae-snRNAs und sind den Größen humaner
snRNAs ähnlicher.
•  Der Protein-Sekretionsprozess und im besonderen die 7S RNA, die am Aufbau des Signal-
Erkennungs-Partikels (SRP) beteiligt ist (He et al., 1989), ist typisch für Y. lipolytica und
ähnelt dem in höheren Eukaryoten.
•  Keogh et al. (1998) untersuchten die Kopplung von Genen in Chromosomen und die
Homologie der 18S RNA verschiedener Hefen und nutzten die Daten zur Erstellung von
Stammbäumen, die Y. lipolytica isoliert von anderen Hefen zeigen.
•  Die Codon-Nutzung in Y. lipolytica ähnelt der in Aspergillus (A. Dominguez, unveröffentlicht)
und unterscheidet sich in einigen Punkten von der Codon-Nutzung bei S. cerevisiae
(Gaillardin und Heslot, 1988). Aktuelle Tabellen zur Codon-Nutzung verschiedener
Organismen sind unter der Internetadresse http://www.kazusa.or.jp abrufbar.
1.4 Entwicklung gentechnischer Werkzeuge
Die Entwicklung von Laborstämmen, die für genetische Untersuchungen geeignet sind, war der
erste Schritt für intensive Studien auf molekularer Basis (siehe 1.3). Die ersten
Transformationsysteme beruhten auf der integrativen Transformation, als Markergene wurden
von Gaillardin et al. (1985) das heterologe LYS2-Gen aus S. cerevisiae und von Davidow et al.
(1985) das homologe LEU2-Gen genutzt. Damit wurde die Klonierung von Genen aus
Y. lipolytica ermöglicht. Mit der Klonierung von ARS (siehe 1.3) konnten autonom replizierende
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Plasmide entwickelt werden. Eine Übersicht über Methoden, Markergene, die Herstellung von
Stämmen mit nichtrevertierenden Markern sowie Plasmiden zur Transformation, Expression und
Sekretion heterologer Proteine wird bei Barth und Gaillardin (1996) gegeben.
Zur Genamplifikation durch multi-copy Integration wurden mehrere Systeme entwickelt (Juretzek
et al., 2001; Le Dall et al., 1994; Pignede et al., 2000b).
1.5 Yarrowia lipolytica als Modellorganismus
Y. lipolytica wurde mit der Entwicklung genetischer Methoden und gentechnischer Werkzeuge
ein wertvoller Modellorganismus für:
•  den Metabolismus von lipophilen Verbindungen wie Triglyceriden, Alkanen und Fettsäuren
(Bassel und Mortimer, 1982; Tanaka und Fukui, 1989; Mauersberger, 1991; Wang et al.,
1999; Iida et al., 2000)
•  die Verwertung von Dikohlenstoffverbindungen und die Regulation des Glyoxylatzyklus
(siehe 1.7)
•  die Untersuchung des Dimorphismus (siehe 1.2; Herrero et al., 1999; Dominguez et al.,
2000)
•  die Sekretion extrazellulärer Proteine (Cheng und Ogrydziak, 1987; Balasheva et al., 1990;
Fabre et al., 1991; Pignede et al., 2000a; Young et al., 1996) und die Untersuchungen zum
sekretorischen Weg (Poritz et al., 1988; He et al., 1990; Titorenko et al., 1997; Kim und
Ogrydziak, 2000)
•  die Peroxisomenbiogenese und -degradation (Aitchison et al., 1992; Nuttley et al., 1993;
Titorenko und Rachubinski, 1998; Gunkel et al., 1999; Titorenko und Rachubinski, 2001)
1.6 Biotechnologische Bedeutung
Die Hefe Y. lipolytica wurde und wird für Anwendungen in einer Reihe von biotechnologischen
Prozessen intensiv untersucht. In der Vergangenheit war die Gewinnung von Einzellerprotein
(single cell protein, SCP) aus n-Alkanen von Bedeutung (Birckenstaedt et al., 1977;
Achremowicz et al., 1977; Ashy und Abou-Zeid, 1982; Jwanny und Rashad, 1985). Von
industriellem Interesse ist die Produktion von Stoffwechselmetaboliten wie Citronensäure,
2-Ketoglutarat und 2-Hydroxyglutarat, Isopropylmalat, Erythritol, Mannitol und der Aminosäure
Lysin (Oogaki et al., 1983; Chernyavskaya et al., 2000; Übersichten bei Stottmeister et al., 1982;
Gaillardin und Heslot, 1988; Weber und Barth, 1988; Heslot, 1990; Mattey, 1992).
Eine weitere charakteristische Eigenschaft ist das Vermögen zur Sekretion großer Mengen
extrazellulärer Enzyme (Übersichten bei Heslot, 1990; Hadeball, 1991; Ogrydziak, 1993; Barth
und Gaillardin, 1997), z. B. alkalische und saure Protease, RNase, Phosphatasen, Lipasen und
Esterasen. Die Produktion von Lipasen durch Y. lipolytica wird seit den siebziger Jahren bis
heute intensiv untersucht und optimiert (Hadeball, 1991; Pignede et al., 2000a).
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Bei Wachstum auf Vollmedium (pH 6,8) sezerniert Y. lipolytica eine alkalische extrazelluläre
Protease (AEP) bis zu einer Konzentration von 1 bis 2 g/l (Tobe et al., 1976; Ogrydziak und
Scharf, 1982). Das XPR2-Gen, das für die AEP codiert, wurde von Davidow et al. (1987b),
Matoba et al. (1988) und Nicaud et al. (1989a) kloniert. Die AEP wird mit einer Proregion
synthetisiert, die essentiell für die Sekretion des prozessierten Proteins ist (Fabre et al., 1991).
Die Regulation der AEP-Synthese ist komplex und wird unter anderem durch C-, N- und S-Quelle
sowie den pH-Wert des Mediums beeinflusst (Ogrydziak et al., 1977; Glover et al., 1997). Der
XPR2-Promotor wurde erfolgreich zur Expression heterologer Proteine in Y. lipolytica genutzt
(Hamsa und Chattoo, 1994; Park et al., 1997; Park et al., 2000). Die komplexe Regulation
erschwerte aber eine industrielle Anwendung. Um diese Hindernisse zu überwinden, wurden
Promotorstudien von Blanchin-Roland et al. (1994) und Madzak et al. (1999) durchgeführt.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Untersuchungen wurden starke, konstitutive
Hybridpromotoren, die unabhängig von der C- und N-Quelle und vom pH-Wert exprimieren,
konstruiert (Madzak et al., 2000).
Inzwischen sind eine ganze Reihe konstitutiver und induzierbarer Promotoren aus Y. lipolytica
zur Expression heterologer Proteine charakterisiert worden (Juretzek et al., 2000). Die
Kombination der Nutzung starker induzierbarer Promotoren mit der Fähigkeit von Y. lipolytica
Proteine in großen Mengen zu sekretieren, führte zu effizienten Systemen für die heterologe
Expression von Proteinen (Müller et al., 1998).
1.7 Verwertung von Dikohlenstoffverbindungen 
1.7.1 Der Glyoxylatzyklus
Der Glyoxylatzyklus ist ein anaplerotischer Stoffwechselweg, der bei der Verwertung von C2-
Körpern (Acetat, Ethanol) oder anderen Substraten (Fettsäuren, n-Alkane), die über Acetyl-CoA
abgebaut werden, induziert wird (Abbildung 1). Er wird zur Synthese von C4-Körpern und zur
Bildung von Oxalacetat als Auffüllreaktion des Citratzyklus benötigt. Der Glyoxylatzyklus wurde in
verschiedenen Mikroorganismen, Pflanzen, Protozoen, Mollusken und Insekten nachgewiesen
(Übersicht bei Vanni et al., 1990). Neuere Untersuchungen zeigten das Vorkommen des
Glyoxylatzyklus auch bei Säugern, aber begrenzt auf spezielle Organe oder bestimmte
Entwicklungsstadien (Davis et al., 1989; Jones et al., 1999; Popov et al., 1998).
Der Glyoxylatzyklus umgeht die beiden Decarboxylierungschritte des Citratzyklus. Im
Unterschied zum Citratzyklus werden zwei Moleküle Acetyl-CoA pro Durchgang eingeschleust.
Die Reaktionsfolge beginnt wie beim Citratzyklus mit der Kondensation von Oxalacetat und
Acetyl-CoA zu Citrat, das durch die Aconitase zu Isocitrat isomerisiert wird. Im nächsten
entscheidenden Schritt verzweigen sich die Wege von Citrat- und Glyoxylatzyklus. Durch die
Isocitratlyase wird Isocitrat in Succinat und Glyoxylat gespalten. Acetyl-CoA kondensiert mit
Glyoxylat zu Malat, diese Reaktion wird von der Malatsynthase katalysiert. Im letzten Schritt wird
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Malat durch die Malatdehydrogenase wie im Citratzyklus zu Oxalacetat oxidiert. Die Summe der
Reaktionen lautet:
2 Acetyl-CoA + NAD+ + 2 H2O → Succinat + 2 CoA + NADH + 2 H+
Glyoxylat kann zu Glycin und weiter zu Serin, von dem eine Reihe weiterer Synthesewege
abzweigen, umgewandelt werden. Die Enzyme des Glyoxylatzyklus Isocitratlyase (ICL) und
Malatsynthase (MAS) sind im allgemeinen bei Eukaryoten in den Peroxisomen bzw.
Glyoxisomen (Pflanzen) lokalisiert. Bei S. cerevisiae befindet sich die Isocitratlyase im
Unterschied zu anderen Hefen wie Candida tropicalis und Ashbya gossypii (Kamasawa et al.,
1996; Maeting et al., 1999) nicht in den Peroxisomen, sondern im Cytosol (Chaves et al., 1997).
Eine peroxisomal lokalisierte ICL ist bei S. cerevisiae für die Funktion des Glyoxylatzyklus nicht
erforderlich (Taylor et al., 1996). Der Austausch von Intermediaten und Reduktionsäquivalenten
mit den Mitochondrien, in denen der Citratzyklus lokalisiert ist, erfolgt über spezielle
Transportsysteme.
Acetat
Oxalacetat
Acetyl-CoA
Citrat
Isocitrat
Succinat
Malat
Glyoxylat
CIS
ICL
ACO
MAS
Ethanol
MDH
Gluconeogenese
Fettsäure n-Alkan
ACS
ß-Oxidation
GlycinSerin Häm
Purine
Phospholipid
Tryptophan
Cystein
Methionin
Thymidilat
Methyltetrahydrofolat
primäre Alkanoxidation
ADHALD
Abbildung 1: Der Glyoxylatzyklus und seine Einbindung in den Zellstoffwechsel nach Kujau et al.,
(1992). ADH: Alkohol-Dehydrogenase; ALD: Aldehyd-Dehydrogenase; ACS: Acetyl-CoA-
Synthetase; ACO: Aconitase; CIS: Citratsynthase; ICL: Isocitratlyase; MAS: Malatsynthase;
MDH: Malatdehydrogenase.
Die Regulation der Enzyme des Glyoxylatzyklus insbesondere des Schlüsselenzyms
Isocitratlyase von Y. lipolytica wird seit langem untersucht (Matsuoka et al., 1980; Hönes, 1983;
Hönes, 1984; Fausek et al., 1991; Barth und Scheuber, 1993; Barth und Weber, 1987). Die
Regulation der Gene des Glyoxylatzyklus und der codierten Proteine durch die C-Quelle ist sehr
komplex. Die Transkription des ICL1-Gens, das für die Isocitratlyase codiert, wird durch Acetyl-
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CoA als Metaboliten der verschiedenen Abbauwege induziert (Barth, 1985; Kujau et al., 1992).
Das ICL1-Gen aus Y. lipolytica wurde kloniert und charakterisiert (Barth und Scheuber, 1993;
Juretzek, 1999). Die Expression der Isocitratlyase und Malatsynthase unterliegt einer durch
Glucose und andere Hexosen vermittelten Katabolitrepression (Hönes, 1983; Hönes, 1984). Bei
S. cerevisiae wurde neben der Regulation auf der Ebene der Transkription (Ordiz et al., 1998;
Rahner et al., 1999) eine post-translationale Regulation der ICL-Aktivität nachgewiesen. Es
erfolgt eine Katabolitinaktivierung durch Glucosezugabe. Diese ist gekennzeichnet durch eine
Phosphorylierung der ICL durch eine cAMP-abhängige Proteinkinase. Nach der Kinasereaktion
erfolgt der proteolytische Abbau des Enzyms (Fernandez et al., 1992; Ordiz et al., 1996).
1.7.2 Verwertung von Ethanol
Y. lipolytica ist nicht in der Lage Ethanol zu produzieren, kann aber Ethanol bis zu
Konzentrationen von 3 % im Medium als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen. Höhere
Konzentrationen sind für Y. lipolytica toxisch. Mehrere NAD+- und NADP+-abhängige Alkohol-
Dehydrogenasen wurden in Y. lipolytica detektiert (Barth und Kunkel, 1979). Möglicherweise
existieren zwei NAD+-abhängige Alkohol-Dehydrogenasen mit unterschiedlicher
Substratspezifität, die Synthese der beiden Enzyme wird weder durch Glucose reprimiert, noch
durch Ethanol induziert. Es wurden drei NADP+-abhängige Alkohol-Dehydrogenasen mit
unterschiedlicher Substratspezifität gegenüber Methanol, Ethanol und Octanol nachgewiesen
(Barth und Kunkel, 1979). Das Auftreten dieser Enzyme war abhängig von Wachstumsphase und
Kohlenstoffquelle im Medium. Inzwischen konnten drei Alkohol-Dehydrogenasen kloniert werden
(Kim und Kim, 1999). Die für die Verwertung von Ethanol erforderliche Aldehyd-Dehydrogenase
wurde aus Y. lipolytica bisher nicht kloniert. In Verbindung mit dem Projekt zur Sequenzierung
von „random sequence tags“ (RTS) von Y. lipolytica wurden Homologien zu den aus
S. cerevisiae bekannten Aldehyd-Dehydrogenase-Genen ALD2, ALD3, ALD4 und ALD5
(Navarro-Avino et al., 1999) gefunden.
Obwohl Ethanol als Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt werden kann, wirkt es als
Stressfaktor und verursacht Veränderungen in der Zellphysiologie (Mishra, 1993). Zur
physiologischen Wirkung von Ethanol auf Zellen von Y. lipolytica liegen keine Untersuchungen
vor. Wie Untersuchungen bei S. cerevisiae und einigen anderen Hefen wie S. pombe und
C. albicans ergaben, passiert Ethanol als kleines und lipidlösliches Molekül die Plasmamembran
sehr schnell durch Diffusion in Richtung des Konzentrationsgefälles (Leao und Van Uden, 1984).
Damit kommt es im Unterschied zur Essigsäure nicht zur Akkumulation in der Zelle. Die
zellphysiologischen Effekte von Ethanol umfassen bei S. cerevisiae unter anderem die Induktion
von Stressproteinen, die Veränderung der Membranzusammensetzung und die Verringerung der
Glucose-, Maltose-, Ammonium- und Aminosäureaufnahme (Mishra, 1993). Die cytotoxischen
Effekte des Ethanols werden hauptsächlich auf die Wechselwirkung mit der Plasmamembran
zurückgeführt. Ethanol erhöht den passiven Influx von Protonen und inhibiert den
1 Einleitung
9
glucoseinduzierten Protonenefflux (Juroszek et al., 1987; Leao und Van Uden, 1984). Weiterhin
kann die Aktivität von Plasmamembran-ATPasen verändert werden. Cartwright et al. (1987)
beobachteten eine Inhibierung der Plasmamembran-ATPase, während Rosa und Sa-Correia
(1991) bei Zugabe subletaler Ethanolkonzentrationen zu S. cerevisiae-Kulturen eine Erhöhung
der ATPase-Aktivität fanden. Dieser Effekt kann einen Mechanismus zu Erhöhung der
Ethanoltoleranz darstellen. Untersuchungen zur Expression der durch die Gene PMA1 und
PMA2 codierten ATPasen zeigten, dass unter Einfluss von Ethanol die PMA1-Expression
erniedrigt, die PMA2-Expression dagegen erhöht wird (Monteiro et al., 1994). Da PMA1 ca.
200fach stärker als PMA2 exprimiert wird, führt die verringerte Expression von PMA1 zu einer
Erniedrigung der Konzentration an ATPase in der Plasmamembran. Da eine Erhöhung der
ATPase-Aktivität nachgewiesen wurde und nicht auf Pma2p zurückzuführen war, wurde eine
post-translationale Aktivierung der Pma1-ATPase postuliert. Der cytotoxische Effekt von Ethanol
wurde auf den Zusammenbruch des Membranpotenzials durch Störung der protonenmotorischen
Kraft über die Plasmamembran zurückgeführt.
1.7.3 Verwertung von Acetat
Die meisten Y. lipolytica-Stämme wachsen gut auf Acetat, wobei Konzentrationen bis zu 0,4 %
Natriumacetat im Medium toleriert werden. Bei höheren Konzentrationen wird das Wachstum
reduziert und mehr als 1 % Natriumacetat inhibiert das Wachstum. Über die Aufnahmesysteme
für Acetat bei Y. lipolytica gibt es bisher keine Erkenntnisse. Bei S. cerevisiae geht man von
einem elektroneutralen Acetat-Protonen-Symport aus, der durch Glucose reprimierbar ist (Cassio
et al., 1987; Casal et al., 1996). Durch die Transportsysteme wird nur die dissoziierte Säure
transportiert. Im Medium liegt jedoch ein pH-abhängiges Gleichgewicht zwischen undissoziierter
und dissoziierter Form der Essigsäure vor. Bei niedrigem pH-Wert im Medium liegt das
Gleichgewicht auf Seite der undissoziierten Form, die durch freie Diffusion in die Zelle gelangt
(Casal et al., 1994; Casal et al., 1996; Casal et al., 1998; Cassio et al., 1987). Durch den
höheren intrazellulären pH-Wert dissoziiert die aufgenommene Essigsäure in Protonen und
Acetat, welche die Plasmamembran nicht penetrieren können. In Abhängigkeit vom pH-
Gradienten über die Plasmamembran werden dadurch Protonen und Acetationen akkumuliert,
die toxisch wirken können.
Es wurde gezeigt, dass Hefen in der Lage sind, sich an diese Effekte zu adaptieren. Die
Plasmamembran-H+-ATPase (Pma1p), welche die Homöostase des intrazellulären pH-Wertes
reguliert, wird aktiviert und ist essentiell für die Adaptation an schwache Säuren wie z. B.
Essigsäure, Sorbinsäure und Benzoesäure (Holyoak et al., 1996; Piper et al., 1997; Viegas et al.,
1998). Dieser Mechanismus erfordert sehr viel Energie und führt zur Erschöpfung des ATP-
Gehaltes der Zelle. Weiterhin wurden zwei Membranproteine nachgewiesen, die bei Exposition
zu schwachen Säuren induziert werden. Das erste Protein ist ein Hitzeschockprotein (Hsp30),
das die Aktivität der H+-exportierenden ATPase reguliert (Braley und Piper, 1997; Piper et al.,
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1997). Das zweite Protein wurde als ABC-Transporter Pdr12p identifiziert und ist für die
Adaptation an schwache Säuren wichtig (Piper et al., 1998). Pdr12p transportiert ATP-abhängig
die Anionen schwacher organischer Säuren (Kettenlängen von 1 bis 7 C-Atomen) aus dem
Cytosol ins Medium und wirkt damit der Akkumulation der Anionen entgegen (Holyoak et al.,
1999). Ein weiteres Gen (AZR1), das eine Rolle bei der Adaptation an kurzkettige organische
Säuren spielen könnte, wurde von Tenreiro et al. (2000) analysiert. Das Gen codiert für ein
potenziell integrales Membranprotein, das homolog zu MFS-MDR-Proteinen (major facilitator
superfamily; multiple drug resistence) ist. Im Unterschied zu Pdr12p ist es jedoch nicht am
aktiven Efflux von Acetat aus der Zelle beteiligt. Die physiologische Funktion von Azr1p wurde
bisher nicht aufgeklärt.
Im Rahmen des Sequenzierungsprojektes von Y. lipolytica (Casaregola et al., 2000) wurden
DNA-Fragmente identifiziert, die Homologien zum PDR12-Gen aus S. cerevisiae zeigen. AZR1-
Homologe konnten bisher nicht identifiziert werden.
1.8 Das GPR1-Gen von Yarrowia lipolytica
1.8.1 Isolierung von Acetat-nichtverwertenden Mutanten
Verschiedene Arbeitsgruppen isolierten und charakterisierten Acetat-nichtverwertende Mutanten
von Y. lipolytica (Barth, 1985; Barth und Weber, 1987; Bassel und Mortimer, 1982; Matsuoka et
al., 1980). Kujau et al. (1992) selektierte nach chemischer Mutagenese mittels N-Methyl-N´-Nitro-
N-Nitroso-Guanidin 550 Acetat-nichtverwertende (Acu-) Mutanten nach Replikaplattierung auf
glucose- und acetathaltigem Minimalmedium. Es konnten 4 phänotypische Klassen, basierend
auf der Verwertung von Acetat, Ethanol und n-Alkanen (Kettenlängen C12 bis C18) unterschieden
werden (Tabelle 1). Die selektierten Mutanten wurden auf Aktivitäten der Acetyl-CoA-Synthetase
(ACS) und der Glyoxylatzyklusenzyme Isocitratlyase (ICL) und Malatsynthase getestet (MAS).
Die Mutanten wurden in verschiedene Komplementationsgruppen eingeteilt.
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Tabelle 1: Phänotypische Klassen und intergenische Komplementationsgruppen von Acu--
Mutanten der Y. lipolytica-Stämme B204-12C und KB50-4, die nach Mutagenese mit N-Methyl-
N´-Nitro-N-Nitroso-Guanidin selektiert wurden (n.b.: Komplementationsgruppe nicht bekannt,
Kujau et al., 1992).
Zahl der Mutanten
Klasse Phänotyp Komplementationsgruppe
B204-12C KB50-4
I Acu- Eth- Alk- ICL1
ICL3
n. b.
36
31
105
40
11
76
II Acu- Eth- Alk+ ICL2
dominant
n.b.
59
7
15
33
1
28
III Acu- Eth+ Alk+ n.b. 37 17
IV Acu- Eth+ Alk- n.b. 23 21
Mutanten der Klasse I können auf allen drei C-Quellen nicht wachsen. Die
Komplementationsanalyse zeigte, dass 76 der Mutanten zur Komplementationsgruppe ICL1
(Strukturgen der Isocitratlyase) gehörten. Der Komplementationsgruppe ICL3 wurden
42 Mutanten zugeordnet, deren ICL-Aktivitäten im Vergleich zum Wildtyp niedriger, die
Aktivitäten von ACS und MAS dagegen nicht verändert waren. Die übrigen Mutanten der Klasse I
zeigten keine Änderung bei den Enzymaktivitäten gegenüber dem Wildtyp und waren
wahrscheinlich in gluconeogenetischen Schritten blockiert.
Mutanten der Klasse III wuchsen nicht auf Acetat, konnten aber Ethanol und n-Alkane verwerten.
Diese Mutanten waren wahrscheinlich in der Acetataufnahme blockiert. Über den Hintergrund
des Phänotyps von Mutanten der Klasse IV, die nur auf Ethanol wachsen können, war nichts
bekannt.
Mutanten, die der Klasse II zugeordnet wurden, konnten n-Alkane verwerten, aber nicht Acetat
und Ethanol. In die Komplementationsgruppe ICL2 wurden Mutanten eingeordnet, die durch
Mutationen im ACS-Strukturgen keine ACS-Aktivität zeigten. Eine zweite
Komplementationsgruppe zeigte einen dominanten Acu--Phänotyp. 7 Mutanten des Stammes
B204-12C und eine Mutante des Stammes KB50-4 wurden selektiert und weitere Analysen
zeigten, dass alle Mutationen das gleiche Gen betrafen. Es konnte keine Kopplung zwischen
dieser Komplementationsgruppe und den Gruppen ICL1, ICL2 oder ICL3 festgestellt werden. Da
die Aktivität der Enzyme des Glyoxylatzyklus und der ACS bei Inkubation auf Acetatmedium
stark abfiel, wurde das bei den Mutanten dieser Gruppe betroffene Gen als GPR1-Gen
(glyoxylate pathway regulation) bezeichnet.
1.8.2 Phänotypische Charakterisierung von GPR1d-Mutanten
Unter den Acetat-nichtverwertenden Mutanten der Klasse II wurden 8 Stämme nachgewiesen,
die eine dominante Mutation im GPR1-Gen tragen, wodurch pleiotrope Effekte bedingt werden
(Kujau et al., 1992). Scheuber (1993), Tzschoppe (1998) und Tzschoppe et al. (1999)
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charakterisierten den pleiotropen Phänotyp von vier ausgewählten GPR1d-Mutanten (B204-12C-
38, B204-12C-112, B204-12C-124 und B204-12C-156). Die Mutanten können nicht nur Acetat
oder Ethanol nicht verwerten, sie zeigen auch eine hohe Sensitivität gegenüber diesen
C-Quellen in Anwesenheit von Glucose. Interessanterweise konnte der Stamm B204-12C-124 im
Unterschied zu den anderen GPR1d-Mutanten Ethanol verwerten. Tzschoppe (1998) und
Tzschoppe et al. (1999) überprüften neben der Verwertung von Acetat und Ethanol das
Wachstum auf anderen C-Quellen wie z. B. Lactat oder Pyruvat. Es ergaben sich dabei im
Vergleich zum Wildtypstamm keine weiteren Unterschiede (Tabelle 2).
Tabelle 2: Verwertung verschiedener C-Quellen durch B204-12C (WT) und davon abgeleiteten
Mutanten (modifiziert nach Tzschoppe, 1998).
Substrat B204-12C
(WT)
B204-12C-38
(GPR1-3)
B204-12C-112
(GPR1-1)
B204-12C-124
(GPR1-4)
B204-12C-156
(GPR1-2)
Glucose + + + + +
Acetat + - - - -
Ethanol + - - + -
Glucose/Acetat + - - - -
Glucose/Ethanol + - - + -
Ölsäure + + + + +
Hexadecan + + + + +
Lactat + + + + +
Glyoxylat - - - - -
Oxalat - - - - -
Succinat + + + + +
Alanin + + + + +
Glutamat + + + + +
Glycerin + + + + +
Neben dem Fakt, dass die Mutantenstämme nicht mehr auf acetat- und ethanolhaltigen Medien
(außer Stamm B204-12C-124) wachsen konnten, wuchsen die Stämme auch in Vollmedium mit
Glucose (YPD) schwächer. Wachstumskurven zeigten, dass alle vier Mutantenstämme in der
exponentiellen Wachstumsphase langsamer wuchsen als der Wildtyp und die Zelldichte des
Wildtyps in der stationären Phase nicht erreichten. Die stärksten Effekte wurden bei den
Stämmen B204-12C-156 und B204-12C-112 beobachtet.
Die Zellmorphologie von Wildtyp- und daraus abgeleiteten Mutantenstämmen wurde bei
Wachstum in YPD über 2 Tage beobachtet (Abbildung 2; Scheuber, 1993):
B204-12C: Die Zellen wachsen vorrangig in der Hefeform, erst in der späten
stationären Phase erfolgt der Übergang zu Pseudohyphen bzw. Hyphen.
B204-12C-112: Im Vergleich zum Wildtyp treten stark verlängerte Zellen auf und schon in
der exponentiellen Wachstumsphase erfolgt der Übergang von der Hefe- in
die Hyphenform. Die stationäre Phase wird durch das Auftreten von
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Pseudomycel und verzweigten Hyphen gekennzeichnet. Das Wachstum
der Zellen ist verlangsamt.
B204-12C-156: Die Zellen sind stark vergrößert, verschiedene Zellformen treten auf, die
Vakuolen erscheinen sehr groß und schon in der exponentiellen
Wachstumsphase kommt es zur Lyse von Zellen.
Die Zellmorphologie der Stämme B204-12C-38 und B204-12C-124 ist im Vergleich zum Wildtyp
nicht verändert (Tzschoppe, 1998).
B204-12C B204-12C-156B204-12C-112
Abbildung 2: Zellmorphologie des Wildtyp-Stammes Y. lipolytica B204-12C und der Mutanten
B204-12C-112 und B204-12C-156 bei Wachstum auf YPD nach 41 h (Scheuber, 1993).
Um die intrazellulären Prozesse detaillierter verfolgen zu können, wurden
elektronenmikroskopische Bilder von Zellen des GPR1d-Mutantenstammes B204-12C-112 unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen aufgenommen (Abbildung 3; Scheuber, 1993). Auch auf
glucosehaltigem Medium sind deutliche phänotypische Effekte detektierbar. Die Mutantenzellen
enthielten gegenüber dem Wildtyp vergrößerte Vakuolen. Schon nach 8 bis 16 h Kultivierung in
YPD begannen die Vakuolen zu fusionieren, nach der Fusion wurden die Vakuolenmembranen
degradiert und der Zellinhalt zerstört. Die Mitochondrien bleiben dabei am längsten
morphologisch intakt. Bei Inkubation der mutierten Zellen auf acetathaltigem Medium wurde
festgestellt, dass die Zellen schnell absterben (Abbildung 3C). In der Mehrzahl der Zellen werden
die Organellen einschließlich der Mitochondrien und Ribosomen abgebaut, interessanterweise
scheinen die Zellkerne im Unterschied zum Wachstum auf YPD am längsten morphologisch
intakt zu bleiben. Es konnte keine Peroxisomenproliferation, die bei Wachstum auf Acetat beim
Wildtypstamm typisch ist, nachgewiesen werden. Keine Unterschiede gegenüber dem Wildtyp
wurden bei Wachstum der Mutanten auf ölsäurehaltigem Medium beobachtet (Abbildung 3D).
Die Zellen zeigten eine für dieses Medium normale Proliferation von Peroxisomen.
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Bilder von Zellen des GPR1-mutierten Stammes
Y. lipolytica B204-12C-112 (Scheuber, 1993). A: Der Stamm wurde 8 h in YPD kultiviert. In der
Mitte des Bildes ist eine intakte Zelle sichtbar, während daneben Zellen in fortgeschrittener
Zellyse liegen. B: Das Bild zeigt eine Zelle nach 16 h Kultivierung in YPD. Der Zellinhalt ist stark
abgebaut, nur die Mitochondrien sind noch strukturell intakt. C: Die Zellen wurden 6 h auf
Acetatmedium inkubiert, der Zellkern ist intakt, während die Mitochondrien und andere
Organellen abgebaut werden. D: Nach Kultivierung auf Ölsäure für 8 h zeigen die Zellen keine
Veränderung gegenüber dem Wildtyp und eine normale Proliferation der Peroxisomen und
Mitochondrien.
Tzschoppe (1998) beurteilte mögliche Veränderungen der Membranstrukturen mittels
Fluoreszenzfarbstoffen. Es wurden Färbungen mit den Farbstoffen FM64-4, DiOC6 und Blue-
CMAC durchgeführt, um die Veränderungen der Vakuolenmembran, Cytoplasmamembran und
mitochondrialen Membran zu dokumentieren. Die Stämme B204-12C, B204-12C-112 und B204-
12C-156 wurden in YPD kultiviert, nach 24 h und 48 h wurden die Zellen mit den
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Fluoreszenzfarbstoffen angefärbt und mittels konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop betrachtet.
Dabei wurde festgestellt, dass beim Stamm B204-12C-112 die Vakuolen vergrößert und teilweise
fragmentiert, die Mitochondrien jedoch unverändert waren. Der Stamm B204-12C-156 zeigte
deutlich vergrößerte Vakuolen und Mitochondrien. Die intrazellulären Membranen waren sehr
sensitiv gegenüber dem Farbstoff FM64-4 (Färbung der Membranen von Cytoplasma, Vakuolen
und endocytotischer Vesikel). Nach Einwirkung des Farbstoffes wurden die Membranen schnell
abgebaut. Dies war ein Hinweis auf die Veränderung der Membranzusammensetzung.
Da die Befunde der Elektronenmikroskopie und der Fluoreszenzfärbungen auf veränderte
Membranstrukturen hinwiesen, wurden die Fettsäure- und Phospholipid-Zusammensetzung des
Wildtypstammes B204-12C und der Mutantenstämme analysiert (Tzschoppe et al., 1999). Bei
Kultivierung in YPD war der Gehalt an Fettsäuren (Palmitinsäure, Palmitoleinsäure, Stearinsäure,
Ölsäure und Linolensäure) bei 3 Mutanten (B204-12C-38, -112, -124) dem Wildtyp ähnlich, nur
der Stamm B204-12C-156 akkumulierte mehr Linolensäure und weniger Ölsäure als der
Wildtypstamm. Dagegen zeigte der Stamm B204-12C-156 bei Inkubation auf acetathaltigem
Medium keine Änderung in der Fettsäurezusammensetzung, im Gegensatz dazu wurden bei den
anderen Mutanten mehr Ölsäure und weniger Linolensäure als beim Wildtypstamm
nachgewiesen. Die Mutanten B204-12C-112 und –156, die deutliche strukturelle Veränderungen
der Vakuolen und Mitochondrien zeigten, wurden auf ihre Phospholipid-Zusammensetzungen bei
Wachstum in YPD untersucht (Phosphatidylcholin-, Phosphatidylserin-, Phosphatidylinositol-,
Phosphatidylethanolamin- und Cardiolipingehalt). Beide Mutanten enthielten stark reduzierte
Mengen an Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol, besonders in den Zellen aus der
stationären Wachstumsphase. B204-12C-112 zeigte einen, verglichen mit dem Wildtyp, doppelt
so hohen Gehalt an Phosphatidylethanolamin. Der Stamm B204-12C-156 enthielt deutlich
höhere Mengen an Cardiolipin. Cardiolipin ist ein Bestandteil der Mitochondrien- und
Peroxisomenmembran, demzufolge stimmt dieses Ergebnis mit dem mikroskopischen Befund
der vergrößerten Mitochondrien überein.
1.8.3 Genetische Analyse des pleiotropen GPR1-Phänotyps
Heterozygote diploide GPR1-1/GPR1-Stämme waren in der Acetat- und Ethanolverwertung
blockiert, wuchsen aber auf Glucosemedium normal und zeigten keine morphologischen
Veränderungen im Vergleich mit dem diploiden GPR1/GPR1-Wildtyp-Stamm. Heterozygote
GPR1-1/GPR1-2- und homozygote GPR1-1/GPR1-1-Stämme entwickelten den gleichen
pleiotropen Phänotyp wie die haploiden Mutantenstämme. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
nur die Acetat- und Ethanolsensitivität dominant ist, die Effekte auf die Wachstumsrate, den
Dimorphismus und die Induktion von Zellyseprozessen aber rezessiv sind (Scheuber, 1993;
Tzschoppe, 1998).
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1.8.4 Klonierung des GPR1-1-Alleles und des Wildtyp-Gens
Das dominante GPR1-1-Allel aus dem Stamm B204-12C-112 wurde aus einer Genbank kloniert,
die durch den partiellen Verdau von genomischer DNA mit Sau3A und Klonierung der Fragmente
zwischen 2 und 10 kb in den autonom replizierenden Y. lipolytica/E. coli-Shuttlevektor pINA237
hergestellt wurde. Nach Transformation des Stammes Y. lipolytica B204-12A-213 wurde unter
5000 getesteten Transformanden ein Klon identifiziert, der den Phänotyp des Mutantenstammes
(Acu-, Eth-, Alk+) zeigte. Das Plasmid wurde reisoliert, in E. coli amplifiziert und zur Bestätigung
des trans-dominanten Effektes in den Stamm B204-12A-213 retransformiert. Das 5 kb große
Insert des isolierten Plasmides wurde subkloniert und der funktionelle Bereich auf ein 2,1 kb
großes SalI/HindIII-Fragment eingegrenzt (Hüttl, 1992). Die Sequenzierung des Fragmentes
zeigte einen offenen Leserahmen (ORF) von 813 bp, was zu einem hypothetischen Protein mit
270 Aminosäuren führte. Basierend auf den Sequenzinformationen des GPR1-1-Alleles wurde
das GPR1-Wildtyp-Gen aus dem Stamm B204-12C isoliert. Dazu wurde eine angereicherte
Genbank durch Verdau genomischer DNA mit den Enzymen SalI/HindIII und Klonierung der
Fragmente mit 2,1 kb in den E. coli-Vektor pUCBM20 hergestellt. Nach Kolonie-Hybridisierung
konnte das Plasmid pNS3, welches das Wildtyp-GPR1-Gen trägt, isoliert werden. Durch Schmid
(1994) und Schmid-Berger et al. (1994) wurde im Promotorbereich des GPR1-Gens ein
Retrotransposon nachgewiesen. Das Retrotransposon Ylt1 liegt im Stamm B204-12C und den
daraus abgeleiteten Mutanten in hohen Kopiezahlen vor.
1.8.5 Intrazelluläre Lokalisierung des GPR1-Genproduktes
Die intrazelluläre Lokalisierung des Gpr1-Proteins wurde von Tzschoppe (1998) durch Fusion mit
dem grün fluoreszierenden Protein (Gfp) durch konfokale Lasermikroskopie untersucht. Die
Untersuchungen zeigten, dass das Signal des Fusionsproteins Gpr1-Gfp zu Beginn des
Wachstums auf Acetatmedium in der Cytoplasmamembran nachweisbar war. Nach 4 bis 8h
Kultivierung wurde eine deutliche Zunahme des Signals in Vesikeln festgestellt. Für dieses
Ergebnis wurden zwei Interpretationsmöglichkeiten diskutiert: 1. Die Vesikelbildung deutet auf
einen Aktivierungs- und Deaktivierungsmechanismus für Gpr1p hin, der dem für Rezeptoren
ähnlich ist; oder 2. Beim Nachweis des Gfp-Signals in den Vesikeln handelt es sich um einen
Artefakt, der durch den Transport des Fusionsproteins zum Abbau in die Vakuole hervorgerufen
wird. Der Nachweis der Membranständigkeit des Gpr1p und seine Natur als integrales
Membranprotein wurde durch subzelluläre Fraktionierung von Zellen und Nachweis des Gpr1-
Gfp-Fusionsproteins mittels Gfp-Antikörpern im Western Blot von Marcus Gentsch (pers.
Mitteilung) bestätigt.
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1.9 Zielstellung der Arbeit
Die bisherigen Befunde ließen vermuten, dass das GPR1-Genprodukt an der Verwertung von
Acetat und Ethanol beteiligt ist und einen bedeutenden Einfluss auf die Sensitivität der Zellen
gegenüber diesen C-Quellen hat. Weiterhin wurde festgestellt, dass die trans-dominanten
Mutationen im GPR1-Gen pleiotrope Effekte verursachen, die auf eine wesentliche Rolle des
GPR1-Genproduktes im Zellstoffwechsel hinweisen. Die Klonierung und Sequenzierung des
GPR1-Wildtypallels aus dem Stamm B204-12C ergab, dass das Gen für ein Protein mit
270 Aminosäuren codiert. Das Gpr1-Protein konnte in der Cytoplasmamembran lokalisiert
werden. Zur Funktion des Proteins gibt es noch keine eindeutigen Hinweise.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Beiträge zur Aufklärung der Funktion des Gpr1p im
Zellstoffwechsel zu leisten. Damit stellten sich die folgenden Aufgaben:
1. Untersuchung der Acetatsensitivität der GPR1d-Mutantenstämme in Bezug auf die
Abhängigkeit der Sensitivität von der Acetatkonzentration und dem pH-Wert des Mediums.
2. Nachweis und Charakterisierung funktioneller Bereiche im Gpr1-Protein.
Dazu sollte die GPR1-Mutation im Stamm B204-12C-156, der sich morphologisch stark von
den anderen GPR1d-Mutanten unterscheidet, lokalisiert und mit den Mutationsorten anderer
GPR1d-Allele verglichen werden.
Die aus der GPR1-DNA-Sequenz abgeleitete Proteinsequenz ist durch einen N-terminalen
hydrophilen und nicht konservierten Bereich gekennzeichnet. Zur Untersuchung der Funktion
sollten Deletionen und Punktmutationen im N-Terminus des Gpr1-Proteins durchgeführt
werden.
3. Untersuchung der Expression von Gpr1p.
Zur weiteren Funktionsaufklärung sollte überprüft werden, wie die Expression des GPR1-
Gens reguliert wird und ob die Veränderung der Expression von Wildtyp- und
Mutantenallelen phänotypische Effekte zeigt.
Das GPR1-Gen wurde erstmals aus dem Stamm B204-12C-112 isoliert. In nachfolgenden
Untersuchungen wurde festgestellt, dass im Promotorbereich dieses GPR1-Allels das
Retrotransposon Ylt1 vorhanden war. Es sollte untersucht werden, inwieweit die Expression
des GPR1-Gens durch die Insertion des Retrotransposons in die Promotorregion beeinflusst
wird. Dazu war es nötig, ein GPR1-Allel mit dem authentischen Promotorbereich ohne Ylt1 zu
klonieren.
Im weiteren Verlauf der Arbeiten sollte der authentische GPR1-Promotor analysiert werden.
Dazu sollten insbesondere die folgenden Fragen beantwortet werden: 1. Besteht ein
Zusammenhang zwischen der verwendeten Kohlenstoffquelle und der Expression des
GPR1-Gens? 2. Wie wird der GPR1-Promotor reguliert? 3. Können Bereiche des GPR1-
Promotors eingegrenzt werden, die die Regulation beeinflussen? 4. Sind DNA-bindende
Proteine nachweisbar, die spezifisch die Aktivität des Promotors beeinflussen könnten?
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2 Material und Methoden
2.1 Geräte
•  Angewandte Gentechnologie Systeme (AGS), Heidelberg: horizontale Minigel-
Elektrophorese, Stromversorgungsgeräte
•  Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg i. Br.: horizontale Gelelektrophorese
HOEFER HE 99X
•  Beckmann, München: Ultrazentrifuge mit Rotor Ti45
•  Biometra, Göttingen: Hybridisierungsofen DUOTherm, vertikale Minigel-Elektrophorese,
vertikale Gelelektrophorese, Stromversorgungsgerät, Vakuumblotapparatur
•  BioRad, München: Elektroporator Gene Pulser II
•  Heidolph, Schwabach: Reagenzglasschüttler, Schüttler
•  Hereaus, Osterode: Zentrifugen: Biofuge pico, Biofuge fresco, Biofuge 15R, Biofuge 28RS
Kühlbrutschränke und Brutschränke
•  Infors AG, Bottmingen, Schweiz: Inkubationsschüttler, Tischinkubationsschüttler
•  MWG Biotech, Ebersberg: Geldokumentationssystem, PCR-Gerät Primus
•  Du Pont, Bad Homburg: Zentrifuge SORVALL RC-5C+ mit Rotoren SS34, SLA1500 und
SLA3000
2.2 Chemikalien und Biochemikalien
Alle zur Arbeit verwendeten Chemikalien und Biochemikalien sind kommerziell erhältlich.
2.2.1 Kitsysteme
DIG Gel Shift Kit Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
DNA-binding Protein Purification Kit Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Gene Images Random Prime Labelling Module Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Gene Images CDP-Star Detection Module Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Oligotex  PolyA+ mRNA Purification System QIAGEN GmbH, Hilden
QIAEX II Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QIAprep  Plasmid Miniprep Kit QIAGEN GmbH, Hilden
S1-Nuclease/ExonucleaseIII Deletion Kit MBI Fermentas, St. Leon-Rot
SequiTherm EXCELTM Long-Read Cycle Epicentre Technologies, Madison, USA
Sequencing Kit for A.L.F.
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2.2.2 Enzyme
Restriktionsendonucleasen und modifizierende Enzyme wie Phosphatase, T4-DNA-Ligase, T4-
DNA-Polymerase und Klenow-Polymerase wurden von MBI Fermentas, Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg) oder New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. InViTek (Berlin) lieferte
Taq-Polymerase und Combipol für die PCR. DNaseI (RNase-frei, Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim) und Reverse Transcriptase Superscript II (Gibco BRL, Eggenstein) wurde zur
Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes mittels Primer-Extension verwendet. Zymolyase 20T
aus Arthrobacter luteus wurde von Seikagaku Kogyo Co. (Japan) bzw. ICN (Eschwege) geliefert.
Glusulase, ein Enzymgemisch aus dem Darmsaft der Weinbergschnecke, wurde von Du Pont
NEN (Bad Homburg) bezogen.
2.2.3 Nukleinsäuren
2.2.3.1 DNA-Molekulargewichts-Standards
Von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) wurde die 1kb-Leiter als Marker bei Standard-
Elektrophoresen genutzt. Zur Quantifizierung von Proben wurde ein λ-DNA-Standard von MBI
Fermentas erworben. Für Southern-Hybridisierungen wurde λ-DNA mit EcoRI und HindIII
verdaut und als Standard genutzt.
2.2.3.2 Verwendete Plasmide
Tabelle 3: In der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmide
Plasmid Charakterisierung Beschreibung Referenz
pUCBM20 ampR E. coli-Klonierungsvektor Roche Molecular
Biochemicals Mannheim
pUCBM21 ampR E. coli-Klonierungsvektor Roche Molecular
Biochemicals Mannheim
pNS3 ampR GPR1A GPR1-Allel aus Stamm B204-12C
(SalI/HindIII-Fragment) in pUCBM20
Schmid-Berger et al.
(1994)
pYLD103 ampR LEU2 GPR1-1
ars18
GPR1-1-Allel (SalI/HindIII-Fragment)
in pINA237
Schmid-Berger et al.
(1994)
pINA443 ampR URA3 ARS68 low-copy ARS/CEN Y. lipolytica/
E. coli-Shuttlevektor
Barth und Gaillardin
(1996)
pINA237 ampR tetR LEU2 ARS18 low-copy ARS/CEN Y. lipolytica/
E. coli-Shuttlevektor
Fournier et al. (1993)
pINA354b-
ICL1
ampR LEU2 single-copy Integrationsvektor zur
Expression von ß-Galactosidase unter
Kontrolle des ICL1-Promotors
Juretzek (1999)
pINAlacZ ampR LEU2 lacZ
ARS18
PLasmid pINA237 mit lacZ-ORF aus
E. coli
Scheuber (1993)
pS106 ampR POT1 BlueskriptKS+-Vektor mit POT1-Gen
(3,5 kb SalI-Fragment)
Berninger et al. (1993)
pYLG3-MX
(X=1-5)
ampR LEU2 GPR1BX
ARS18
pYLG3 mit mutiertem GPR1-Gen M. Gentsch
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2.2.3.3 Konstruierte Plasmide
Tabelle 4: In dieser Arbeit hergestellte Plasmide. Die Plasmidkarten befinden sich in der Anlage.
Name Charakterisierung Beschreibung
pGPD1 ampR GPR1-2 GPR1-2-Allel aus Stamm B204-12C-156 in pUCBM20
(SalI/HindIII-Fragment)
pGPD2 ampR GPR1B GPR1-Wildtyp-Allel aus Stamm PO1d in pUCBM20
(SalI/HindIII-Fragment)
pYLD203 ampR LEU2 GPR1-2 ARS18 GPR1-2-Allel in pINA237 (SalI/HindIII-Fragment)
pYLD303 ampR LEU2 GPR1A ARS18 GPR1-Allel aus Stamm B204-12C (SalI/HindIII-
Fragment)
pYLG2 ampR LEU2 (pGPR1B-GPR1-2)
ARS18
GPR1-2-Allel aus Stamm B204-12C-156 mit GPR1-
Promotor aus Stamm PO1d in pINA237
pYLG3 ampR LEU2 GPR1B ARS18 GPR1-Wildtyp-Allel aus Stamm PO1d in pINA237
(SalI/HindIII-Fragment)
pYLG3-dX ampR LEU2 GPR1BdX ARS18 pYLG3 mit partiell deletiertem GPR1-Gen
pYLG3-mX ampR LEU2 GPR1BmX ARS18 pYLG3 mit mutiertem GPR1-Gen
pGPD-
dUra1
ampR GPR1::URA3 Plasmid mit GPR1/URA3-Kassette zur GPR1-
Genzerstörung
pYLP2 ampR LEU2 (pPOT1-GPR1-1)
ARS18
GPR1-1-Allel unter Kontrolle des POT1-Promotors
pYLP3 ampR LEU2 (pPOT1-GPR1) ARS18 GPR1-Wildtyp-Allel unter Kontrolle des POT1-
Promotors
pTSA1 ampR LEU2 (pGPR1A-lacZ) ARS18 Plasmid zur Expression von ß-Galactosidase unter
Kontrolle des GPR1-Promotors aus dem Stamm
B204-12C
pTSB1 ampR LEU2 (pGPR1B-lacZ) ARS18 Plasmid zur Expression von ß-Galactosidase unter
Kontrolle des GPR1-Promotors aus dem Stamm
PO1d
pTSC1 ampR LEU2 (GPR1B-lacZ) ARS18 Plasmid zur Expression des Gpr1p-ß-Galactosidase-
Fusionsproteins unter Kontrolle des GPR1-Promotors
aus dem Stamm PO1d
pINA354b-
GPR1
ampR LEU2 (GPR1B-lacZ) Plasmid zur single-copy Integration mit pGPR1B-lacZ-
Expressionskassette
pUC21Pro ampR pGPR1B GPR1B-Promotor aus Plasmid pTSB1 in pUCBM21
(HindIII-Fragment)
pUCpPO1 ampR pGPR1B GPR1B-Promotor aus Plasmid pTSB1 in pUCBM21
(ApaI/BamHI-Fragment)
pTSB1-dX
(X=2-40)
ampR LEU2 (pGPR1BdX-lacZ)
ARS18
Plasmide zur Expression von ß-Galactosidase unter
Kontrolle des deletierten GPR1-Promotors aus dem
Stamm PO1d
2.2.3.4 Oligonucleotide
Tabelle 5: Übersicht über verwendete Oligonucleotide, eingefügte Restriktionsschnittstellen sind
fett dargestellt.
Nr. Name Länge Sequenz (5´-3´) Restriktions-
schnittstelle
1 KpnI-N 27 TCG GGG TAC CGG TGT TCA TGG TTG TAG KpnI
2 GPR1-Nd1A 27 CTG GTA CCA CCC ATG GTT GTA GAA GAG KpnI
3 GPR1-Nd1B 30 CTG GTA CCA CCA AAC ATG GTT GTA GAA GAG KpnI
4 GPR1-Nd2 26 CTG GTA CCT CTG TGG AAC TTC TGG TC KpnI
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Nr. Name Länge Sequenz (5´-3´) Restriktions-
schnittstelle
5 GPR1-Nd2A 29 CTG GTA CCA CCT CTG TGG AAC TTC TGG TC KpnI
6 GPR1-Nd2B 32 CTG GTA CCA CCA AAT CTG TGG AAC TTC TGG TC KpnI
7 GPR1-Nd3 25 CCG GTA CCA ATG TAC TCG TGG TTG G KpnI
8 GPR1-Nd4 24 CTG GTA CCT CGG ATT CGA GAC ACG KpnI
9 GPR1-Nd5 24 TTG GTA CCG TCA TGG ATA GGC TGG KpnI
10 GPR1-Nd6 27 GAG GTA CCA GAG TTG TGG TCA ATC TGC KpnI
11 GPR1-Nd7 18 AGG GTA CCA CCG GCC CTG KpnI
12 GPR1-Nm58 29 AGG GTA CCA CCA AAG GCC CTG AAG AAG TC KpnI
13 GPR1-Nm61A 18 AGG GTA CCA CCG TAG GCC KpnI
14 GPR1-Nm61B 18 AGG GTA CCA CCC TCG GCC KpnI
15 GPRext 23 CY5-CCA GAG GAT CGG ATT CGA GAC AC -
16 GPR-LacZ 27 GAG GAT CCG CGT CCT TCT TGA CGA AGG BamHI
17 POT1-Prom 16 AGA GCA ACA GTG TTG G -
18 POT1-ATG 18 CAT TTT TGT GTG TCT TGG -
19 POT1-GPR 32 CCA AGA CAC ACA AAA ATG AAC ACC GAA ATC CC -
20 GPD1-BamHI 27 CAG GAT CCA AGC TTT CAG GCG TTG CTA BamHI
21 TSA 27 TCA GGC TGT CGA CGA AGA GAC ACA ATC SalI
22 TNR 28 AAG CTT GAT CGC GAC AGG CGT TGC TAT C NruI
23 PBA1 29 TCT AGA GGA TCC ATG GTT GTA GAA GAG GG BamHI
24 PBA2 24 GAG GAT CCG TCG ACA CGC TTG CTG BamHI
25 SP 17 GTA AAA CGA CGG CCA GT -
26 RP 17 CAG GAA ACA GCT ATG AC -
27 gpr-po1 17 GAG CAG GAG TCG TCA CC -
28 gpr-po2 17 CGT AAG CTG AAG CCA AG -
29 gpr-po3r 17 TGG CGG CAA CTG AGT TC -
30 gpr-po4r 17 CTA TTG GTG ACG ACT CC -
31 gpr-po5r 17 TCG CGT CTC TAC GGT TG -
32 gpr-po6r 17 CTT GGC TTC AGC TTA CG -
33 gpr-po7 17 TGC AGG ATG CAT GAT GT -
34 gprsc1 22 CGT CGA CAT GAA CAC CGA AAT SalI
35 pINA237-Tet 18 CAC CTG TCC TAC GAG TTG -
36 pTSB1-Tet 18 GAG CCA CTA TCG ACT ACG -
37 TSB1-d29 24 GGA GAT CTG GAT GGG ACT TAT GGA BglII
38 TSB1-d30 24 GGA GAT CTG AAG CCA AGG GGT AGT BglII
39 TSB1-d32 23 CTG GAT CCA AGA AAT TAT CCC TC BamHI
40 TSB1-d33 25 CTG GAT CCT ATA GGC CGA ATC AAA G BamHI
41 TSB1-d34 24 CTG GAT CCA AAG TTT TCC CCG GAC BamHI
42 TSB1-d35 23 CTG GAT CCG CGT AAG CTG AAG CC BamHI
43 TSB1-d37C 16 AGT TTT CCC CGG ACG G -
44 TSB1-d37A 18 AGA GGG ATA ATT TCT TGG -
45 TSB1-d40f 20 GAC TTA TGG ATT ATA CGA CT -
46 TSB1-d40r 19 GGG AAA ACT TTG ATT CGG C -
47 GS1 35 CTC TGC TAT AGG CCG AAT CAA AGT TTT CCC CGG
AC
-
48 GS2 35 GTC CGG GGA AAA CTT TGA TTC GGC CTA TAG CAG
AG
-
49 GS3 48 CTA TAG GCC GAA TCA AAG TTT TCC CTA TAG GCC
GAA TCA AAG TTT TCC
-
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Nr. Name Länge Sequenz (5´-3´) Restriktions-
schnittstelle
50 GS3A 48 GGA AAA CTT TGA TTC GGC CTA TAG GGA AAA CTT
TGA TTC GGC CTA TAG
-
51 GS6 28 CAA AGT TTT CCC CGG ACG GAT GGG ACT T -
52 GS7 28 AAG TCC CAT CCG TCC GGG GAA AAC TTT G -
53 GS8 18 CCC GGA CGG ATG GGA CTT -
54 GS9 18 AAG TCC CAT CCG TCC GGG -
55 CSREf 11 CGG ACG GAT GG -
56 CSREr 11 CCA TCC GTC CG -
2.3 Mikroorganismen
2.3.1 Escherichia coli
Tabelle 6: Verwendete Escherichia (E.) coli-Stämme
DH5αc supE44 ∆ lac U169 (φ 80 lacZ ∆M 15) hsdR17 recA1end A1 gyrA96 thi-1 relA1
JM109 recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi∆
2.3.2 Yarrowia lipolytica
Tabelle 7: Verwendete und konstruierte Y. lipolytica-Stämme
B204-12C MATA met6-1 spo1-1 Kujau et al. (1992)
B204-12C-38 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-3 Tzschoppe et al. (1999)
B204-12C-112 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-1 Tzschoppe et al. (1999)
B204-12C-124 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-4 Tzschoppe et al. (1999)
B204-12C-156 MATA met6-1 spo1-1 GPR1-2 Tzschoppe et al. (1999)
B204-12A-213 MATB leu2-17 ura3-12 Barth (unveröffentlicht)
H194W (YB423-12) MATB (Wildtyp) Wickerham et al. (1970)
H222 MATA (Wildtyp) Barth und Weber (1982)
W29 MATA (Wildtyp) Gaillardin et al. (1975)
PO1d MATA leu2-270 ura3-302 xpr2-322 Le Dall et al. (1994)
E129 MATA lys11-23 ura3-302 leu2-270 xpr2-322 Le Dall et al. (1994)
E150 MATB his1 ura3-302 leu2-270 xpr2-322 Barth und Gaillardin (1996)
CXAU1 MATA ade1 ura3 Iida et al. (1998)
PO1d∆GPR1 MATA leu2-270 xpr2-322 ∆gpr1::URA3 diese Arbeit
PO1d(leu2::pINA354b-
GPR1)
MATA ura3-302 xpr2-322 leu2::GPR1-lacZ diese Arbeit
2.4 Medien
2.4.1 LB-Medium (Sambrook et al., 1989)
Bacto-Pepton 1 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 1 % (w/v)
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2.4.2 SOC-Medium (Sambrook et al., 1989)
Pankreatisches Pepton aus Casein 2 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 10 mM
MgCl2 10 mM
KCl 2,5 mM
Glucose 20 mM
2.4.3 Hefeextrakt-Pepton-Glucose-Medium (YPD) für Yarrowia lipolytica
Hefeextrakt 1 % (w/v)
Bacto-Pepton 2 % (w/v)
Glucose 2 % (w/v)
2.4.4 YPD-Citrat-Medium
Hefeextrakt 1 % (w/v)
Bacto-Pepton 1 % (w/v)
Glucose 1 % (w/v)
Citronensäure/Na-Citrat-Puffer pH 4,0 50 mM
2.4.5 Minimalmedium (M) für Yarrowia lipolytica
Salzlösung: Endkonzentration (g/l)
(NH4)2SO4 3,0
KH2PO4 1,0
K2HPO4 x 3 H2O 0,16
MgSO4 x 7 H2O 0,70
NaCl 0,50
Ca(NO3)2 x 4 H2O 0,40
Spurenelemente: Endkonzentration (mg/l)
H3BO3 0,600
CuSO4 x 5 H2O 0,048
KI 0,120
MnSO4 x 4 H2O 0,480
Na2MoO4 x 2 H2O 0,240
ZnSO4 x 7 H2O 0,480
FeCl3 x 6 H2O 2,000
Vitamine: Endkonzentration (mg/l)
Thiaminhydrochlorid 0,3
Supplemente: Endkonzentration (mg/l)
Uracil (Ura) 20
Leucin (Leu) 60
Methionin (Met) 50
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Kohlenstoffquellen: Endkonzentration
Glucose (G) 2 % (w/v)
Ölsäure (O) 1 % (v/v)
Ethanol (E) 1 % (v/v)
Glycerol (Y) 2 % (v/v)
Natriumacetat x 3 H2O (A) 0,4 % (w/v)
Natriumlactat (L) 1 % (w/v)
Natriumpyruvat (P) 1 % (w/v)
Medienbezeichnungen:
z. B.: MG-Ura Minimalmedium mit Glucose und Uracil
Bei festen Medien (Agarplatten oder Schrägagarröhrchen) wurden den oben genannten Medien
jeweils 2 % (w/v) Agar zugesetzt.
2.4.6 X-Gal-Minimalmedium-Agarplatten
Minimalmedium-Agarplatten (s. 2.4.5) wurden mit 50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,2 und
20 mg/l X-Gal hergestellt. Die Agarplatten wurden zum Test auf ß-Galactosidase-Aktivität von
Y. lipolytica-Kulturen genutzt.
2.5 Kultivierungsmethoden
2.5.1 Kultivierung von Escherichia coli
E. coli-Zellen wurden auf festem bzw. flüssigem LB-Medium bei 37 °C kultiviert. Zur Selektion
Ampicillin-resistenter E. coli-Klone wurde dem Medium 100 µg/ml Ampicillin zugesetzt.
2.5.2 Kultivierung von Yarrowia lipolytica
Die Kultivierung von Y. lipolytica erfolgte bei 28 °C in YPD oder Minimalmedium. In
Submerskultur wurden die Ansätze mit 250 rpm geschüttelt. Transformierte Hefestämme wurden
zur Selektion in Minimalmedium mit den entsprechenden C-Quellen und Supplementen kultiviert.
Zur Gewinnung größerer Zellmengen wurden die Zellen zunächst in 10 ml Minimalmedium mit
Glucose ca. 24 h vorkultiviert (Vorkultur 1). Dieser Ansatz wurde in eine weitere Vorkultur mit
200 ml Glucosemedium vollständig überführt und ca. 12-16 h bis zu einer OD600 von 5–10 weiter
kultiviert. Zum Ansetzen der Hauptkulturen mit gewünschter C-Quelle wurden die Zellen
geerntet, mit Minimalmedium ohne C-Quelle gewaschen und mit einer OD600 von 1,0 -1,5
angeimpft. Der pH-Wert der Kulturen wurde regelmäßig überprüft und mit 1 M NaOH bzw.
1 M HCl auf 5,0-5,5 eingestellt.
2.5.3 Vitalfärbung mit Methylenblau
Zur Bestimmung von Überlebensraten bei Y. lipolytica wurden die Zellen in flüssigem YPD
kultiviert. Nach einer Vorkultur (24 h) wurden 20 ml-Kulturen mit einer Zelldichte von
5x106 Zellen/ml inokuliert und bei 28 °C und 250 rpm inkubiert. Die Zellen wurden nach 16 h
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(späte exponentielle Wachstumsphase) und 24 h (stationäre Wachstumsphase) mikroskopisch
überprüft und die prozentualen Anteile der verschiedenen Wachstumsformen bestimmt.
Abgestorbene Zellen wurden durch Methylenblaufärbung nachgewiesen (0,02 % (w/v)
Methylenblau in 0,15 M Phosphatpuffer, pH 7,2).
2.5.4 Herstellung von Tropfplatten für Wachstumstests
Die Zellen wurden in Minimalmedium mit Glucose vorkultiviert, nach 16 h Kultivierung bei 28 °C
und 250 rpm Schüttelfrequenz geerntet, zweimal mit Minimalmedium ohne C-Quelle gewaschen
und resuspendiert. Je nach Versuch wurden 5x105 bis 5x106 Zellen auf das Agarmedium getropft
und 2 bis 4 Tage bei 28 °C inkubiert.
Zur Herstellung von Agarplatten mit verschiedenen pH-Werten wurde
0,4 % Natriumacetat x 3 H2O, 1 % Natriumlactat bzw. 1 % Natriumpyruvat als C-Quelle
verwendet und der pH-Wert mit HCl auf Werte von 3,0 bis 7,0 eingestellt. Mit Hilfe der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung, die das Base-Säure-Verhältnis in wässrigen Lösungen
beschreibt, wurde der tatsächliche Anteil an Essigsäure, Milchsäure bzw. Brenztraubensäure im
Medium in Abhängigkeit vom pH-Wert berechnet.
Henderson-Hasselbalch-Gleichung:
[ ]
[ ]S
B
lgpKpH s += [B]... Konzentration der Base [S]... Konzentration der Säure
pKS-Wert von Essigsäure: 4,75
pKS-Wert von Milchsäure: 3,83
pKS-Wert von Brenztraubensäure: 2,49
2.6 Gentechnische Arbeitsmethoden
Grundlegende gentechnische Arbeitsmethoden wurden nach Sambrook et al. (1989) und
Ausubel et al. (1997) durchgeführt.
2.6.1 Extraktion und Fällung von DNA
Die Inaktivierung und Extraktion von Proteinen aus DNA-Lösungen erfolgte durch
Phenol/Chloroform-Behandlung. Die Probe wurde mit 1 Volumen Phenol (Rotiphenol, Fa. Roth)
versetzt, geschüttelt und zur Phasentrennung für 5 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Die wässrige
Phase wurde abgenommen und mit 1 Volumen Phenol/Chloroform sowie anschließend mit
1 Volumen Chloroform extrahiert. Zur Fällung der DNA wurde der Ansatz mit 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen absolutem eiskalten Ethanol versetzt und für
mindestens 1 h bei –20 °C belassen. Nach Zentrifugation der Probe (10 min, 13.000 rpm, 4 °C)
wurde das Pellet mit 70 %igem eiskalten Ethanol gewaschen, zentrifugiert, in der SpeedVac
getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen.
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Phenol/Chloroform 1 Volumenteil Phenol (Rotiphenol, pH 8,0)
1 Volumenteil Chloroform/Isoamylalkohol
Chloroform/Isoamylalkohol 24 Volumenteile Chloroform
1 Volumenteil Isoamylalkohol
TE-Puffer, pH 8,0 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
2.6.2 Agarosegel-Elektrophorese
Das Gelmaterial wurde je nach Größe der zu trennenden Fragmente aus 0,5 % bis 2 % (w/v)
Agarose (AGS, Heidelberg) und 0,5 µg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer hergestellt. Die Proben
wurden mit 1/5 Volumen 6 x Ladungspuffer versetzt und bei 8 bis 10 V/cm in 1 x TAE-Puffer
aufgetrennt. Als DNA-Molekulargewichtsmarker wurde eine 1 kb-DNA Leiter mitgeführt. Die
DNA-Ethidiumbromid-Komplexe konnten mit einem UV-Transilluminator (312 nm) als rot-orange
leuchtende Bande sichtbar gemacht werden.
50 x TAE 242 g Tris
57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
mit H2O ad 1000 ml
Ethidiumbromidlösung Stammlösung 10 mg/ml,
Ladungspuffer für Agarosegel 30 % (v/v) Glycerol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
1 Tropfen 1 M Tris-Lösung
2.6.3 Restriktionsspaltungen
Restriktionsspaltungen wurden in folgendem Ansatz (10 µl, 20 µl) bzw. einem Vielfachen davon
durchgeführt:
10 µl
1. H2O X µl
2. 10 x Puffer 1 µl
3. DNA (ca. 0,5-2 µg DNA pro Ansatz) Y µl
4. Restriktionsenzym (ca. 10 U/µl) 0,5 µl
(Richtwert 3 U Enzym/µg DNA, maximal 1 µl Enzym pro 10 µl Ansatz).
Es wurde jeweils der für das Enzym optimale Puffer verwendet, bei Einsatz mehrerer Enzyme
wurde der Puffer gewählt, der die höchste Aktivität beider Enzyme gewährleistete. War ein
Restriktionsverdau mit mehreren Enzymen in einem Puffersystem nicht möglich, wurde nach
Einsatz des ersten Enzymes (geringere Salzkonzentration im Puffer) die Salzkonzentration mit
NaCl erhöht oder die DNA mit Ethanol gefällt und ein neuer Ansatz hergestellt. Die Inkubation
der Ansätze bei optimaler Temperatur wurde für 60 min bis über Nacht durchgeführt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 2,5 µl Ladungspuffer mit Bromphenolblau pro 10 µl-Ansatz
gestoppt.
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2.6.4 Herstellung von DNA-Fragmenten mit glatten Enden
Zum Auffüllen von 5´-überhängenden Enden wurden der DNA 1/10 Ansatzvolumen 10 x Klenow-
Polymerase-Puffer, 200 µM dNTPs, A. bidest. und 1-5 U Klenow-DNA-Polymerase zugesetzt.
Der Ansatz wurde bei 37 °C 1 h inkubiert. Bei 3’-überhängenden Enden wurde die verdaute DNA
mit A. bidest., 10 x T4-DNA-Polymerase-Puffer (Endkonzentration 1 x), 200 µM dNTPs und 5 U
T4-DNA-Polymerase versetzt. Der Ansatz wurde 20 min bei 15 °C inkubiert und die Reaktion
durch Erhitzen auf 75 °C für 10 min gestoppt. Die DNA-Fragmente wurden dann
gelelektrophoretisch von den anderen Komponenten getrennt und wie unter 2.6.8 beschrieben
aus dem Agarosegel gereinigt.
2.6.5 Behandlung von DNA-Vektorfragmenten mit Phosphatase
Um die Religation des Vektors zu verhindern, wurde mit Hilfe der intestinalen alkalischen
Phosphatase vom Kalb (CIAP) die 5’-Phosphatgruppe der DNA entfernt. Dazu wurde die
linearisierte DNA mit 10 x Dephosphorylierungspuffer (Endkonzentration 1 x), A. bidest. und
1 U CIAP versetzt. Nach 30-60 min Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch eine
Phenol/Chloroform-Extraktion beendet. Die im wässrigen Überstand enthaltene DNA konnte
danach über ein Agarosegel gereinigt werden.
2.6.6 Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4-DNA-Ligase
Die Vektor-DNA (ca. 50- 200 ng) wurde mit Insert-DNA im molaren Verhältnis von 1:2 bis 1:4
gemischt und mit A. bidest., 10 x T4-Ligase-Puffer (Endkonzentration 1 x) und 0,5 U T4-Ligase
versetzt. Die Ligation erfolgte in einem Volumen von 20 µl über Nacht bei 16 °C.
2.6.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
2.6.7.1 PCR-Standardreaktion
Für analytische Untersuchungen wurden DNA-Polymerasen verwendet, die keine
Korrekturlesefunktion (proof reading) besaßen (Taq-Polymerase, InViTek, Berlin; AGS
Heidelberg). Für präparative Ansätze zum Klonieren und Sequenzieren wurden DNA-
Polymerasen mit 3'-5'-Korrekturlesefunktion bzw. DNA-Polymerase-Gemische bevorzugt, um die
hohe Syntheserate der Taq-Polymerase mit der proof reading Funktion der Pwo-Polymerase zu
verbinden und damit die Fehlerrate beim Einbau der Nucleotide gering zu halten (Combipol,
InViTek, Berlin). Als Template diente gereinigte Plasmid-DNA. Es wurde der in Tabelle 8
angegebene Standardansatz modifiziert
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Tabelle 8: PCR-Standardansatz
Komponenten Volumen Endkonzentration
Template-DNA x µl bis 500 ng
upstream-Primer 5 µl 50 pmol
downstream-Primer 5 µl 50 pmol
10x Reaktionspuffer 5 µl 1x
50 mM MgCl2 bzw. MgSO4 2,5 µl 2.5 mM
dNTP 1 µl 0.2 mM
DNA-Polymerase 0.3 bis 1 µl 0.5-5 U
Aqua bidest. ad 50 µl
Die Zugabe der DNA-Polymerase erfolgt nach dem ersten Denaturierungsschritt (Tabelle 9). Für
präparative Untersuchungen wurde die Ansatzgröße verdoppelt. Die Reaktionszeiten und
Temperaturen des Standardprotokolls wurden nach Bedarf modifiziert (Tabelle 9).
Tabelle 9: PCR-Standardprotokoll
Schritt Nr. Reaktion Reaktionsbedingungen
1 Initialschmelzen 5 min/94 °C
2 Denaturierung 1 min/94 °C
3 Bindung des Primers 30 s- 2 min/40-60 °C
4 Verlängerung 1 min pro kb/72 °C
5 Zyklen 30 Zyklen (von Schritt 2-4)
6 Abschließender Schritt 5 min/72 °C
2.6.7.2 Reinigung von PCR-Produkten
Nach Abschluss der PCR wurde ein Aliquot des Ansatzes auf ein Agarosegel aufgetragen und
analysiert. Wurde nur das gewünschte Fragment amplifiziert, wurde dieses mit dem PCR
Purification Kit der Fa. Genomed gereinigt. Wurden im Agarosegel Nebenbanden nachgewiesen,
wurde der Ansatz über ein Agarosegel aufgetrennt, das gewünschte Fragment ausgeschnitten
und mit dem QIAex Gel Extraction Kit isoliert (2.6.8).
2.6.8 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der QIAex Gel Extraction Kit
benutzt und nach Herstellerangaben verfahren.
2.6.9 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli
Plasmid-DNA wurde aus einer 3 ml-Kultur (LB-Ampicillin) mittels der bei Sambrook et al. (1989)
beschriebenen alkalischen Lyse präpariert. Mit dieser Methode konnten ca. 5-50 µg Plasmid-
DNA (in Abhängigkeit von der Kopiezahl) gewonnen werden, die für Klonierungen und
analytische Untersuchungen ausreichend war. Für Sequenzierungen wurde die DNA mit Hilfe
des QIAprep  Plasmid Miniprep Kit isoliert.
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2.6.10 Isolierung von DNA aus Yarrowia lipolytica
2.6.10.1 Minipräparation durch mechanischen Zellaufschluss
Diese Methode wurde neben der Gewinnung von chromosomaler DNA besonders zur
Präparation (Rückisolierung) von Plasmiden aus Y. lipolytica zur Retransformation in E. coli
(Hoffman und Winston, 1987) genutzt.
Der Hefestamm wurde in 10 ml Medium bis zur stationären Phase kultiviert. Zur Zellernte wurde
bei 3.000 rpm für 5 min zentrifugiert und das Pellet in 0,5 ml sterilem A. bidest. resuspendiert.
Der Ansatz wurde erneut zentrifugiert (13.000 rpm, 5 s) und der Überstand verworfen. Das Pellet
wurde in 200 µl Test-Puffer suspendiert und 200 µl Phenol/Chloroform-Gemisch sowie ca. 0.3 g
Glaskügelchen (∅  0,45 mm) zugegeben. Zum Zellaufschluss wurde 3-4 min stark geschüttelt
und dann 200 µl TE zugemischt. Zur Phasentrennung wurde für 5 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert und die obere wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Probe
wurde danach einmal mit 400 µl Phenol/Chloroform und einmal mit 400 µl Chloroform extrahiert,
zentrifugiert und aus dem wässrigen Überstand wurde die DNA durch Ethanolfällung gewonnen.
Das in der SpeedVac vorsichtig getrocknete Pellet wurde in 50 µl TE-Puffer mit RNase A
(Endkonzentration 100 µg/ml) aufgenommen und der DNA-Gehalt durch Agarose-
Gelelektrophorese bestimmt.
RNase A-Stammlösung 10 mg/ml in 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
(DNase frei) 15 mM NaCl; hitzeinaktiviert für 15 min bei 100 °C
TEST-Puffer 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
1 M EDTA
2 % (v/v) Triton X-100
100 mM NaCl
1 % (w/v) SDS
2.6.10.2 Präparation genomischer DNA durch Protoplastenlyse (Scheuber, 1993)
Diese Methode wurde angewendet, wenn größere Mengen hochmolekularer genomischer DNA
gewonnen werden sollten. 10 ml YPD wurden beimpft und zur Vorkultur 24 h bei 28 °C kultiviert.
100 ml Hauptkultur (YPD) wurden mit etwa 1 ml der Vorkultur angeimpft und 8-12 h bei 28 °C
geschüttelt. Die Zellzahl wurde durch Zählung mit Hilfe der Thomakammer bestimmt und die
Kultur zur Zellernte (bei etwa 5 x 107 Zellen/ml) zentrifugiert (3.000 rpm, 5 min). Die Zellen
wurden mit 50 ml sterilem A. bidest. gewaschen und bei 3.000 rpm für 5 min erneut zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 10 ml SPß aufgenommen. Der Hefesuspension wurden 250 µl
Zymolyase (10 mg/ml in SP-Puffer) und 200 µl Glusulase zugegeben und bei 37 °C inkubiert bis
eine ca. 90 %ige Protoplastierung der Zellen erreicht war (30 - 90 min). Die Protoplasten wurden
bei 3.000 rpm für 5 min abzentrifugiert und mit 10 ml SP-Puffer gewaschen. Nach Zentrifugation
bei 3.000 rpm für 5 min wurden die Protoplasten in 10 ml Tris-EDTA-Puffer resuspendiert. Zur
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Zellyse wurden 1 ml 10 % SDS-Lösung zugegeben und der Ansatz bei 70 °C für 30 min
inkubiert. Danach wurden 3 ml Kaliumacetat-Lösung zupipettiert und die Probe zur Proteinfällung
für 1 h auf Eis gestellt. Der Ansatz wurde bei 4 °C, 13.000 rpm für 10 min zentrifugiert und der
Überstand in ein neues Gefäß überführt. Die DNA wurde aus dem Überstand mit 0,7 Volumen
Isopropanol für 10 min bei RT ausgefällt und dann bei 13.000 rpm für 10 min bei RT
abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde einmal mit 5 ml eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen und
nach Zentrifugation bei 13.000 rpm für 5 min der Überstand verworfen. Das Pellet wurde zur
Entfernung des Ethanols leicht getrocknet. Die DNA wurde in 5 ml TE mit RNaseA
(Endkonzentration 100 µg/ml) gelöst und bei 37 °C für 30 min inkubiert. Danach wurde die Probe
mit 5 ml Phenol durch kurzes Schütteln extrahiert und nach Zentrifugation zur Phasentrennung
(5 min, 13.000 rpm) die obere wässrige Phase in ein neues Gefäß überführt. Die Extraktion
wurde einmal mit 5 ml Phenol, einmal mit 5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und zweimal
mit je 5 ml Chloroform/Isoamylalkohol wiederholt. Die obere wässrige Phase wurde danach in ein
neues Gefäß überführt und 0,5 ml 3 M Natriumacetat sowie 5 ml Isopropanol zur DNA-Fällung
zugegeben, 10 min bei RT stehen gelassen und bei 13.000 rpm für 10 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde einmal mit eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, bei 13.000 rpm für 5 min
zentrifugiert und getrocknet. Die DNA wurde in 0,5 ml TE-Puffer aufgenommen. Die
Konzentration und Qualität der Präparation wurde durch eine Elektrophorese in einem
0,8 % Agarosegel überprüft. Als Standard diente eine λ-DNA-Lösung (25 ng/µl).
SP-Puffer 1,2 M Sorbitol
0,1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5
SPß-Puffer 20 mM ß-Mercaptoethanol in SP-Puffer
Tris-EDTA-Puffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
20 mM EDTA
Kaliumacetat-Lösung 60,0 ml 5 M Kaliumacetat
11,5 ml konzentrierte Essigsäure
28,5 ml A. bidest
2.6.11 Isolierung von RNA aus Yarrowia lipolytica
Y. lipolytica-Zellen wurden wie unter 2.5.2 beschrieben in 200 ml Minimalmedium kultiviert und
zur Zellernte auf Eis gestellt. Cycloheximid (50 µg/ml, Stammlösung in Ethanol: 10 mg/ml) wurde
zur Zellkultur zugegeben und der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden zur Ernte in
bei 3.000 rpm, 4 °C für 5 min zentrifugiert, das Pellet zweimal mit eiskaltem Wasser gewaschen,
der Überstand vollständig entfernt und das Röhrchen in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die
Zellen wurden bis zur Präparation bei -80 °C gelagert. Zu den noch gefrorenen Zellen wurden
pro 1 bis 2 g Hefefeuchtgewicht 2,5 ml LETS-Puffer, 3 ml LETS-equilibriertes Phenol und 11 g
Glasperlen gegeben, 5 min stark geschüttelt. Danach wurden 5 ml LETS-Puffer zugegeben,
gemischt und 10 min bei 5300 rpm und RT zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und
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zweimal mit LETS-Phenol, einmal mit LETS-Phenol/Chloroform und zweimal mit Chloroform
extrahiert, bis der Überstand klar und keine Interphase sichtbar war. Danach erfolgte die
Präzipitation der RNA mit 0,2 Volumen 5 M LiCl (mind. 3 h bei –20 °C und 1-2 h bei 4 °C). Die
Probe wurde bei 5300 rpm bei 4 °C für 30 min zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und
das farblose Pellet in ca. 0,5 ml DEPC-H2O gelöst. Die Lagerung der RNA erfolgte in Aliquots
unter Ethanol (70 % Endkonzentration); zur weiteren Verwendung wurden 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat zugegeben, mindestens 1 h bei –20 °C gefällt und zentrifugiert. Nach
zweimaligem Waschen mit 70 % Ethanol wurde das Pellet in TE-Puffer aufgenommen. Die
Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch durch Messung bei λ=260 nm und
280 nm (1 OD260 = 40 µg/ml RNA). Zur weiteren Verwendung wurden nur RNA-Präparate
genutzt, deren Quotient aus 260/280 >2 war. Die mRNA-Fraktion wurde mit Hilfe des Oligotex
PolyA+ mRNA Purification Systems isoliert.
LETS-Puffer 0,1 M LiCl
0,01 M EDTA
0,01 M Tris-HCl, pH 7,4
0,2 % SDS
2.6.12 Transformation von Mikroorganismen
2.6.12.1 Transformation von Escherichia coli mittels Elektroporation
Elektrokompetente E. coli Zellen wurden nach der Methode von Dower et al. (1988) hergestellt
und transformiert. Die Lagerung der Zellen erfolgte in Aliquoten bei –80 °C. Zur Transformation
wurden in vorgekühlten Elektroporationsküvetten (0,2 cm Küvetten, Peqlab) 40 µl kompetente
Zellen mit bis zu 4 µl DNA-Ansatz versetzt, auf Eis 5 min inkubiert und einem elektrischen Puls
von 2,25 kV bei 200 Ω und 25 µF (Gene Pulser II, BioRad) ausgesetzt. Danach wurde sofort 1 ml
auf 37 °C steriles, angewärmtes SOC-Medium zupipettiert und der Ansatz 1 h bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden zur Selektion auf LB-Medium mit Ampicillin ausplattiert und über
Nacht bei 37 °C bebrütet.
SOC-Medium: 2 % (w/v) pankreatisches Pepton aus Casein
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl
10 mM MgCl2
20 mM Glucose
2,5 mM KCl
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2.6.12.2 Transformation von Yarrowia lipolytica mittels Elektroporation (modifiziert nach
Dower et al., 1988)
Diese Methode wurde für die Transformation von Y. lipolytica mit autonom replizierenden
Hefevektoren verwendet.
Der Hefestamm wurde über Nacht bei 28 °C in 10 ml YPD-Medium kultiviert. 200 ml YPD wurden
von dieser Vorkultur angeimpft und über Nacht bei 28 °C und 250 rpm geschüttelt. Bei einer
Zelldichte von 1-5 x 107 Zellen/ml wurden die Zellen durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C, 5 min)
geerntet. Die Zellen wurden mit 200 ml eiskaltem A. bidest. gewaschen, zentrifugiert und
nochmals mit 100 ml A. bidest gewaschen. Danach erfolgte die Suspension der Zellen in 10 ml
eiskaltem 1 M Sorbitol. Nach Zentrifugation wurden die Zellen in 2-3 ml eiskaltem 1 M Sorbitol
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde aliquotiert, auf Trockeneis mit Ethanol schockgefroren
und bei -80 °C gelagert.
40 µl der Zellsuspension wurden auf Eis mit 10 bis 100 ng DNA versetzt, in eine
Elektroporationsküvette (0,2 cm Küvetten, Peqlab) überführt und einem Puls von 1,6 kV bei
200 Ω und 25 µF ausgesetzt (Gene Pulser II, BioRad). Die Zellen wurden danach sofort in 1 ml
eiskaltem 1 M Sorbitol aufgenommen, auf Selektivmedium ausplattiert und bei 28°C inkubiert.
2.6.12.3 Integrative Transformation von Yarrowia lipolytica nach Barth und Gaillardin
(1996)
Diese Methode kam bei der integrativen Transformation von DNA in die Hefe zum Einsatz. Dazu
wurden die zu integrierenden Plasmide linearisiert. Die Herstellung der kompetenten Zellen
erfolgte immer unmittelbar vor der Transformation. Dazu wurde eine 10 ml-Vorkultur in YPD-
Citrat-Medium (siehe 2.4.4) ca. 10 h bei 28°C geschüttelt. Die Hauptkultur (10-20 ml) wurde dann
mit einer Dichte von 105 Zellen/ml inokuliert und bei 28 °C inkubiert. Die Zellen wurden bei einer
Dichte zwischen 9 x 107 und 1,5 x 108 Zellen/ml geerntet (5 min Zentrifugation bei 3.000 x g und
RT) und zweimal mit je 10 ml auf 28 °C vorgewärmtem 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 gewaschen.
Anschließend wurden die Zellen in Lithiumacetat-Puffer resuspendiert, so dass der Zelltiter
5 x 107 Zellen/ml betrug. Der Ansatz wurde unter Schütteln (250 rpm) bei 28 °C für 1 h inkubiert,
die Zellen zentrifugiert und in 1/10 Volumen Lithiumacetat-Puffer aufgenommen.
200 ng linearisierte DNA wurden mit 5 µl Carrier-DNA und 100 µl kompetenten Zellen gemischt
und 15 min bei 28 °C inkubiert. Nach Zugabe von 0,7 ml PEG-Lösung wurde die Probe 1 h bei
28 °C und 250 rpm geschüttelt. Nach einem Hitzeschock bei 39 °C für 10 min wurden sofort
1,2 ml Lithiumacetat-Puffer zugegeben und der gesamte Ansatz auf Selektivmedium ausplattiert.
Die Transformanden waren nach 2 bis 7 Tagen als Kolonien sichtbar.
Carrier-DNA 5 mg/ml Heringssperma-DNA
in 50 mM TE pH 8,0, 5 mM EDTA
ultraschallbehandelt (Fragmente im 500 bp-Bereich)
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Lithiumacetat-Puffer 0,1 M Lithiumacetat
pH 6,0 (mit Essigsäure eingestellt)
PEG-Lösung 40 % PEG 4000 in Lithiumacetat-Puffer
2.6.13 Southern-Hybridisierung
Für Southern-Hybridisierungen wurden das Gene Images random prime labelling module und
das Gene Images CDP-Star detection module von Amersham Pharmacia Biotech genutzt und
nach den Herstellerangaben verfahren.
1 µg genomische DNA wurde in folgendem Ansatz mit den gewünschten
Restriktionsendonucleasen über Nacht bei optimaler Temperatur verdaut:
20 µl DNA (50 ng/µl)
4 µl 10 x Puffer
1 µl Enzym (ca. 10 U/µl)
15 µl A. bidest.
Als Marker-DNA wurden 5 ng λDNA (mit EcoRI/HindIII verdaut) aufgetragen.
Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Fluorescein-markierte Sonden
Sonde Größe in bp Beschreibung
λ 564- 21226 HindIII/EcoRI verdaute λ−Phagen-DNA
GPR1-ORF 810 ORF des GPR1-Gens, SalI/EcoRI aus pUCGlacZF
GPR1 691 XhoI/HindIII- Fragment aus pGPD2 oder pNS3
Zeta (LTR) 587 EcoRV/NcoI-Fragment aus pNS3
URA3 1704 SalI-Fragment aus pINA443
2.6.14 Kolonie-Hybridisierung (Sambrook et al., 1989)
Die zu untersuchenden E. coli Transformanden wurden so auf LB-Agarplatten mit Ampicillin
ausgestrichen, dass ca. 300 Kolonien pro Platte aufwuchsen. Die Platten wurden über Nacht bei
37 °C bebrütet. Auf die bewachsenen Platten wurde eine zugeschnittene Nylonmembran
aufgelegt, bis diese durchfeuchtet war. Die Membran wurde zur nachträglichen Zuordnung der
Kolonien markiert, von der Platte abgezogen und mit der DNA-tragenden Seite nach oben auf
einen mit 0,5 M NaOH getränkten Filterpapierstapel gelegt. Die Lyse der Zellen und Fixierung
der DNA erfolgte für maximal 5 min, dann wurde die Membran in 5 x SSC stark geschüttelt um
die Zellbruchstücke zu entfernen. Die Membran wurde anschließend getrocknet, die Detektion
der gesuchten Klone erfolgte mit dem Gene Images CDP-Star detection module von Amersham
Pharmacia Biotech.
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2.6.15 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes mittels Primer-Extension
Die Primer-Extension-Analyse von RNA wird als Methode zur Ermittlung des Startpunktes von
mRNA-Transkripten genutzt. Unter Verwendung eines 5'-Cy5-markierten Oligonucleotides wurde
mit Reverser Transkriptase eine cDNA-Kopie der mRNA-Matrize synthetisiert und am
automatisierten A.L.F. -Sequencer ausgewertet (Voss et al., 1991; Myöhänen und Wahlfors,
1993; Peitzsch, 2000). Die Retentionszeit des Primer-Extension-Produkts wurde mit der
Retentionszeit einer parallel aufgetrennten DNA-Sequenzierungsreaktion verglichen, für die der
gleiche 5'-Cy5-markierte Primer verwendet wurde. Aus diesem Vergleich konnte der genaue
Transkriptionsstartpunkt ermittelt werden. Zur Durchführung der Primer-Extension-Experimente
musste die isolierte RNA (2.6.11) DNA-frei sein. Deshalb wurde eine Behandlung des Präparates
mit DNaseI durchgeführt:
10 µl 3 M Natriumacetat, pH 5,2
1,5 µl 1 M MgSO4
1 U DNaseI (RNase-frei, Roche Molecular Biochemicals Mannheim) auf 1 µg RNA
ad 300 µl mit DEPC-H2O
Die Probe wurde 30 min bei 37 °C inkubiert, mit Phenol und Chloroform behandelt und mit
eiskaltem Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat bei –80 °C für mindestens 30 min gefällt.
Die RNA wurde 15 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert und nach zweimaligem Waschen
mit 70 % Ethanol wurde das Pellet in 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 aufgenommen. Die Bestimmung
der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch durch Messung bei λ=260 nm und 280 nm. Dann
wurden 15 µg Total-RNA (oder 2 µg mRNA) mit 20 pmol Cy5-markiertem Primer GPRext
versetzt und auf 16 µl mit DEPC-H2O aufgefüllt. Dieser Ansatz wurde zur Auflösung der
Sekundärstrukturen 10 min bei 70 °C erhitzt und 2 min auf Eis abgekühlt. Dann wurden 4 µl first
strand Puffer (Gibco), 2 µl DTT (Gibco) und 1 µl dNTP-Mix (je 20 mM, Pharmacia Biotech)
zugegeben und 2 min bei 50 °C inkubiert. Nach Zugabe von 0,7 µl Superscript II (Gibco) wurde
der Ansatz 1 h bei 50 °C stehen gelassen und dann für 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Proben
wurden mit 4 µl Stopper (aus Sequenzierkit) versetzt und auf ca. 10 µl in der SpeedVac
eingeengt. Bis zur Auftragung auf das Sequenziergel wurden die Ansätze bei –20 °C gelagert.
Die Sequenzierung des Plasmides pGPD2 erfolgte mit dem SequiTherm EXCELTM Long-Read
Cycle Sequencing Kit for A.L.F. der Fa. Epicentre Technologies.
Ansatz 1: 7,2 µl Puffer
2 pmol (1µl) Cy5-markierter Primer
7,8 µl Plasmid-DNA (pGPD2, 100 ng/µl)
1 µl Polymerase
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Ansätze für einzelne Reaktionen (A,G,C,T):
2 µl des jeweiligen Terminationsmixes
4 µl von Ansatz 1
Die PCR wurde mit folgenden Parametern durchgeführt: Denaturierung für 4 min bei 95 °C (im
1. Zyklus, in allen weiteren Zyklen 1 min bei 95 °C), Annealing für 15 s bei 50 °C, Elongation für
1 min bei 70 °C. Nach 30 Zyklen wurden die Ansätze für 2 min bei 95 °C denaturiert, auf Eis
gestellt, mit 4 µl Stopper versetzt und bei –20 °C gelagert. Die Auftrennung der
Sequenzierungsansätze und der Primer-Extension-Reaktion erfolgten mit dem
Sequenzierautomaten A.L.F. der Fa. Pharmacia Biotech.
2.6.16 Plasmidkonstruktionen
2.6.16.1 Herstellung der Plasmide pYLP2 und pYLP3 zur Überexpression des GPR1-
Gens
Zur Konstruktion der pPOT1-GPR1-Fusion (Abbildung 4) wurde das Plasmid pYLD103 mit KpnI
und SalI (8,15 kb) geöffnet und das aus dem Plasmid pS106 (enthält das vollständige POT1-
Gen) gewonnene KpnI/SalI-Fragment (2,72 kb) einkloniert. Das resultierende Plasmid pYLP1
enthält den POT1-Promotor, einen Teil des POT1-ORFs, den C-terminalen Teil des GPR1-1-
ORFs und den GPR1-Terminator. Der Anschluss des GPR1-Gens an den POT1-Promotor wurde
durch überlappende PCR hergestellt. Dazu wurde das POT1-Promotorfragment bis zum ATG mit
den Primern POT1-Prom und POT1-ATG (Template-DNA pS106) und das GPR1-Gen mit dem
Anschluss an den POT1-Promotor (18 bp überlappender Bereich) mit den Primern POT1-GPR
und GPD1-BamHI (Template pNS3) amplifiziert. Die synthetisierten Fragmente (512 bp und
1000 bp) wurden gemeinsam in einem weiteren PCR-Ansatz mit den Primern POT1-Prom und
GPD1-BamHI gemischt und amplifiziert. Das entstandene Fragment von 1,5 kb wurde mit den
Enzymen BamHI und KpnI verdaut und in den mit BamHI und KpnI geöffneten Vektor pYLP1
kloniert. Das entstandene Plasmid pYLP2 trägt das GPR1-1-Mutantenallel unter Kontrolle des
POT1-Promotors. Um das GPR1-Wildtypallel unter Kontrolle des POT1-Promotors (Plasmid
pYLP3) zu exprimieren, wurde das Plasmid pYLP2 mit den Enzymen KpnI und ClaI verdaut und
das aus dem Plasmid pYLG3 gewonnene KpnI/ClaI-Fragment einkloniert.
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pYLD103
9487 bp
KpnI, 187
SplI, 431
HindIII, 996
NcoI, 3049
SalI, 8333
PstI, 9057
NcoI, 9440
GPR1-1
LEU2
ARS18/CEN
ORI
ROP
LTR
pS106
6425 bp
BamHI, 1069
NcoI, 2030
BamHI, 3049
SalI, 3461
KpnI, 3482
BamHI, 6380
PstI, 6392
SalI, 1
pPOT1
POT1
ampR
KpnI, 2716
HindIII, 3827
PstI, 5377
ampR
pYLP1
10862 bp
SplI, 240
NcoI, 2858
PstI, 5186
SalI, 8142
BamHI, 9211
NcoI, 10172
KpnI, 10858
'GPR1-1
LEU2
ARS18/CEN
ampR
ORI
ROP
pPOT1
POT1'
pYLP2
9845 bp
SalI, 1
BamHI, 1070
KpnI, 1700
SplI, 1944
ClaI, 2515
NcoI, 4562
PstI, 6890
NruI, 9525
pPOT1
GPR1-1
LEU2
ARS18/CEN
ampR
ORI
ROP
BamHI, 520 KpnI, 1150
17 18
19 20
pPOT1 GPR1-1
Abbildung 4: Klonierung des Plasmides pYLP2 zur Expression des GPR1-1-Alleles unter
Kontrolle des POT1-Promotors. Die zur Klonierung genutzten Primer Nr. 17-20 sind mit ihrer
Lage im PCR-Fragment eingetragen. Das Plasmid pYLP3 ist analog dem Plasmid pYLP2
aufgebaut, enthält aber das Wildtyp-GPR1-Allel.
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2.6.16.2 Klonierung von N-terminalen Deletionen und Punktmutationen im Gpr1-Protein
Als Ausgangsvektor wurde das Plasmid pYLG3 (Anlage 4) verwendet. Mit Hilfe der Primer
pINA237-tet und den reversen Primern Kpn1-N bzw. GPR1-NdX (X=1 bis 7) wurden DNA-
Fragmente amplifiziert, die den GPR1B-Promotor und den deletierten GPR1-ORF bis zur KpnI-
Schnittstelle enthielten. In der gleichen Weise wurden an den Positionen Y58 (+174) bzw. F61
(+183) mit Hilfe der Primer GPR1-m58 bzw. GPR1-m61A und GPR1-m61B Basenaustausche
durchgeführt, die Aminosäureaustausche an den Positionen 58 bzw. 61 bewirkten. Die
Fragmente wurden mit den Enzymen SalI und KpnI verdaut und in den mit SalI und KpnI
geöffneten Vektor pYLD303 kloniert. Die resultierenden Plasmide wurden als pYLG3-dX
(Deletionen) oder pYLG3-mX (Punktmutationen) bezeichnet und enthielten das im GPR1-ORF
veränderte GPR1B-Allel.
2.6.16.3 Herstellung von Plasmiden zur Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle von
GPR1-Promotorvarianten
Die Klonierung der Expressionsplasmide erfolgte in mehreren Schritten, dabei wurden
verschiedene PCR-Ansätze genutzt. Die verwendeten Primer und die Template-DNA sind in
Tabelle 11 aufgeführt. Das Plasmid pINAlacZ wurde von T. Scheuber übernommen (Scheuber,
1993). Es enthält das lacZ-Gen aus E. coli mit einer 5‘-multi cloning site im low-copy Plasmid
pINA237. Der GPR1-Terminatorbereich wurde durch die PCR 1 amplifiziert. Durch den Primer
TSA wurde eine SalI-Schnittstelle am 5‘-Ende angefügt. Das synthetisierte Fragment wurde mit
SalI verdaut, das 3‘-Ende des Terminators wurde als blunt end belassen und in den mit SalI und
NruI verdauten Vektor pINAlacZ einkloniert. Das so entstandene Plasmid pINAlacZT wurde als
Ausgangsvektor für die Klonierung der verschiedenen Promotorvarianten genutzt. Dazu wurden
die Promotorbereiche A und B mittels PCR 2 bzw. 3 amplifiziert. Die Fragmente wurden mit
BamHI (Promotor A) bzw. BglII und BamHI (Promotor B) verdaut und in den mit BamHI
verdauten und mit Phosphatase behandelten Vektor pINAlacZT kloniert. Die entstandenen
Plasmide pTSA1 (Promotor GPR1A) und pTSB1 (Promotor GPR1B) enthalten die
Expressionskassette mit dem lacZ-Gen unter Kontrolle der beiden Promotorvarianten.
Tabelle 11: PCR-Ansätze zur Klonierung der verschiedenen Expressionskassetten
Nr. Primer Template-DNA Ziel
1 TSA TNR pNS3 Synthese des GPR1-Terminatorbereiches
2 PBA1 PBA2 pNS3 Amplifizierung des Promotorbereiches A
3 PBA1 RP pGPD2 Amplifizierung des Promotorbereiches B
4 gprsc1 GPRlacZ pGPD2 Anfügen einer BamHI-Schnittstelle an 3‘-Ende des
GPR1-Gens
Zur Klonierung des Fusionsproteins aus Gpr1p und ß-Galactosidase wurde die PCR 4
durchgeführt. Durch die Nutzung der in Tabelle 11 genannten Primer wurden an den GPR1-ORF
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eine SalI-Schnittstelle und eine BamHI-Schnittstelle angefügt, so dass nach Klonierung dieses
Fragmentes das lacZ-Gen im Leserahmen an das GPR1-Gen fusioniert ist. Da eine direkte
Klonierung des Fragmentes in den Vektor pINAlacZT nicht möglich war, wurde das synthetisierte
PCR-Fragment in den mit SalI und BamHI verdauten Vektor pUCBM20 einkloniert. Das
entstandene Plasmid pUCGlacZF wurde mit SplI und SalI verdaut und aus dem mit diesen
Enzymen gleichfalls verdauten Plasmid pGPD2 wurde das GPR1B-Promotor/ORF-Fragment
gereinigt und die Fragmente ligiert. Aus dem isolierten Plasmid pGPD2-lacZF wurde der GPR1B-
Promotor/ORF-Bereich als BglII/BamHI-Fragment isoliert und in den mit BamHI geöffneten und
dephosphorylierten Vektor pINAlacZT kloniert. Das Plasmid pTSC1 enthält das an das GPR1-
Gen fusionierte lacZ-Gen unter Kontrolle des Promotors GPR1B. Die Plasmide wurden in den
Y. lipolytica-Stamm PO1d transformiert.
2.6.16.4 Konstruktion von Promotordeletionen
Zur Herstellung einer Reihe von GPR1-Promotordeletionen wurde der ExonucleaseIII/S1-
Nuclease-Kit der Fa. MBI Fermentas genutzt. Grundlage des Versuches war die Herstellung
eines pUCBM21-Plasmidderivates (pUC21Pro1; Anlage 9), das das pGPR1B-lacZ-Fragment
(HindIII) aus dem Plasmid pTSB1 enthielt. 5 µg dieses Plasmides wurde mit den Enzymen KpnI
und SalI geöffnet. Das linearisierte DNA-Fragment wurde mit Phenol/Chloroform behandelt und
mit Ethanol gefällt. Das getrocknete Pellet wurde in 50 µl 1 x ExonucleaseIII-Puffer gelöst. Die
Probe wurde 5 min bei 25 °C inkubiert. Des weiteren wurden 25 S1 Nuclease-Ansätze
(1,1 µl 7,4 x S1 Nuclease-Puffer, 2 U S1 Nuclease mit A. bidest. auf 7,5 µl) pipettiert und auf Eis
gestellt. 2 µl des linearisierten DNA-Fragmentes wurden entnommen, zu einer Probe
S1 Nuclease-Mix gegeben und als Nullprobe auf Eis gestellt. Zum Deletionsansatz wurden nun
500 U ExonucleaseIII pipettiert, gut gemischt und auf 25 °C temperiert. Die Deletionsreaktion
startet nach 30 s, die erste Probenahme (2 µl entnommen und zu 7,5 µl S1 Nuclease-Mix
pipettiert) erfolgte nach 4 min. Alle weiteren Probenahmen wurden nach je 1 min durchgeführt.
Nach Entnahme aller 25 Proben wurden die Ansätze für 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden
je 1 µl Stop-Lösung zugegeben und die Ansätze für 10 min auf 70 °C erhitzt, um die S1 Nuclease
zu inaktivieren. 7 µl jeder Probe wurden zu einer gelelektrophoretischen Analyse, die restlichen
3,5 µl zur Religation der deletierten Fragmente mit T4 DNA Ligase genutzt. Zu den Proben
wurden je 20 µl Ligationsansatz (1 x Ligationspuffer, 10 % PEG 4000, 0,8 U T4 DNA Ligase)
pipettiert, 1 h bei RT inkubiert und dann in E. coli transformiert (siehe 2.6.12.1). Von jeder Platte
wurden dann 3 bis 4 Klone ausgewählt und eine Plasmidpräparation (siehe 2.6.9) durchgeführt,
um die Größe der Plasmide zu bestimmen. Nach der Präparation der Plasmide wurden diese mit
BamHI verdaut und die Länge des verbleibenden Promotorfragmentes abgeschätzt. Es wurden
Plasmide mit Promotorlängen zwischen 275 und 2000 bp für die weiteren Arbeiten ausgewählt.
Die Promotorfragmente wurden aus den Plasmiden durch BamHI-Verdau gewonnen und in den
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mit BamHI geöffneten, dephosphorylierten Vektor pINAlacZT kloniert. Die entstandenen
Expressionsplasmide wurden mit dem Namen pTSB1-dX (X: 2-28) bezeichnet. Weitere
Deletionen im Promotorbereich wurden durch PCR gezielt hergestellt. Die Plasmide pTSB1-d29,
-d30, -d32, -d33, -34, -d35 wurden konstruiert, indem mit den Primern PBA1 und TSB1-dX (X=29
bis 35) und dem Plasmid pGPD2 als Template das verkürzte Fragment amplifiziert und über die,
durch die verwendeten Primer angefügte BglII- bzw. BamHI-Schnittstelle, in den Vektor
pINAlacZT kloniert wurde.
Die Plasmide mit internen Deletionen wurden durch inverse PCR hergestellt. Dazu wurde als
Template-DNA das Plasmid pUCpPO1 (Anlage 8) verwendet, das den mit den Enzymen BamHI
und ApaI klonierten Promotorbereich aus dem Plasmid pTSB1 trägt. Sense- und Antisense-
Primer wurden so gewählt, dass sie mit ihren 5‘- Enden gegenüberlagen (back-to-back) und
durch den Abstand zwischen den Primern die Größe der Deletion im Promotor bestimmt wurde
(Tabelle 12). Die Verlängerung der Primer erfolgte in entgegengesetzte Richtungen. Das
resultierende PCR-Fragment wurde rezirkularisiert und nach Transformation in E. coli und
Plasmidpräparation zur Kontrolle der Deletion sequenziert. Danach wurde das Promotorfragment
über die BamHI- und ApaI-Schnittstelle in den Expressionsvektor pINAlacZT kloniert.
Tabelle 12: Zur Herstellung von internen Promotordeletionen verwendete Primer
Plasmid Primer 1 Primer 2
pTSB1-d37 TSB1-d37B TSB1-d37A
pTSB1-d38 gprpo2 gprpo3r
pTSB1-d39 TSB1-d29 TSB1-d37A
pTSB1-d40 TSB1-d40f TSB1-d40r
2.7 Biochemische Methoden
2.7.1 Zellaufschluss nach Sphäroplastengewinnung und –lyse zur Präparation
von Kernextrakten nach Ausubel et al. (1997)
Die im folgenden beschriebene Methode wurde für die Gewinnung von Kernextrakten für Gel
Mobility Shift Versuche genutzt. Die Zellen wurden wie unter 2.5.2 beschrieben in 2 x 200 ml
Minimalmedium (MG-Ura, MA-Ura) in 1.000-ml-Erlenmeyerkolben kultiviert. Die Ernte der Zellen
erfolgte nach 4-6 h Kultivierung durch Zentrifugation bei 1.500 x g für 5 min bei RT. Die OD600 der
Kulturen lag zwischen 2 bei Minimalmedium mit Acetat und 4 bei glucosehaltigem Medium. Nach
der Zentrifugation wurde das Zellfeuchtgewicht in g bestimmt. Dies entsprach in etwa dem
gepackten Zellvolumen in ml und wurde im folgenden 1 Volumen gleichgesetzt. Die Zellen
wurden mit 4 Volumen eiskaltem Wasser gewaschen und für 5 min bei 1.500 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1 Volumen Zymolyasepuffer
(enthielt 30 mM DTT) resuspendiert und 15 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden wie oben
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beschrieben abzentrifugiert und in 3 Volumen Zymolyasepuffer resuspendiert. Dann wurden
10 mg Zymolyase 20T und 20 µl Glusulase pro Volumen zugegeben und der Ansatz ca. 3 h bei
37 °C unter langsamen Schütteln inkubiert. Nach mikroskopischer Überprüfung der
Sphäroplastenbildung wurden die Sphäroplasten abzentrifugiert (1.500 x g für 5 min). Ab diesem
Punkt wurden alle Schritte bei 4 °C durchgeführt. Die Sphäroplasten wurden nun dreimal mit
2 Volumen eiskaltem Zymolyasepuffer gewaschen. Das so gewonnene Sphäroplastenpellet
wurde in 0,5 Volumen Zymolyasepuffer vorsichtig resuspendiert und langsam unter Rühren in ein
Becherglas mit 15 Volumen Ficollpuffer getropft. Die Suspension wurde dann in
Zentrifugenbecher überführt und bei 3.000 x g für 5 min zentrifugiert, um Zellbruchstücke und
nicht lysierte Sphäroplasten abzutrennen. Der Überstand wurde in neue Zentrifugenbecher
überführt und 20 min bei 20.000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet
enthielt die Zellkerne. Diese Präparation konnte nach Einfrieren in flüssigem Stickstoff bei -80 °C
gelagert werden. Zur Herstellung von Kernproteinextrakten wurden die Zellkerne in 1 Volumen
Lysepuffer aufgenommen und mit einem Potter-Homogenisator aufgeschlossen. Danach wurden
die Proteine aus dem Lysat extrahiert. Dazu wurde das Lysat auf Ultrazentrifugenröhrchen
verteilt und mit dem gleichen Volumen an Extraktionspuffer versetzt und 30 min langsam
geschwenkt. Der Proteinextrakt wurde durch Ultrazentrifugation bei 100.000 x g für 90 min
gewonnen. Der Überstand wurde danach dreimal 2,5 h gegen 50 Volumen Lagerungspuffer
dialysiert. Das Dialysat wurde 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert und der Überstand, der die
meisten DNA-bindenden Proteine enthält, als Aliquot von 0,5 ml bei -80 °C eingefroren.
Zymolyasepuffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,5
10 mM MgCl2
1 M Sorbitol
1 mM oder 30 mM DTT
(30 mM DTT nur im ersten Waschschritt)
Ficollpuffer 18 % (w/v) Ficoll-400
10 mM Tris-HCl, pH 7,5
20 mM KCl
5 mM MgCl2
3 mM DTT
1 mM EDTA
1 mM PMSF
Lysepuffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,5
10 mM MgCl2
1 mM EDTA
10 mM Kaliumacetat
1 mM DTT
1 mM PMSF
Extraktionspuffer Lysepuffer
0,8 M (NH4)2SO4
20 % (v/v) Glycerol
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Lagerungspuffer 20 mM Tris-HCl, pH 7,5
0,1 mM EDTA
10 % Glycerol
100 mM KCl
1 mM DTT
1 mM PMSF
2.7.2 Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951)
Da viele Puffersubstanzen und Zusätze der Aufschlusspuffer den Nachweis behindern, wurden
die Proteine aus der Probe ausgefällt. Dazu wurde ein Aliquot der Probe mit A. bidest. auf 0,9 ml
aufgefüllt, mit 0,1 ml 0,15 % (w/v) Natriumdesoxycholat versetzt und 10 min bei RT inkubiert.
Dann erfolgte die Zugabe von 0,1 ml 72 % (w/v) TCA. Es wurde 15 min bei RT inkubiert und
danach 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Es folgten Waschschritte des Pellets mit 0,5 ml
0,5 % TCA und 0,5 ml 50 % Aceton. Das Pellet wurde getrocknet und in 0,2 ml 0,1 M NaOH
aufgenommen. Die Eichkurve umfasste den Bereich von 0 bis 0,2 mg Protein/ml. Als Standard
wurde BSA (Fa. Merck) in 0,1 M NaOH verwendet.
Die Proben wurden nach Bedarf mit 0,1 M NaOH verdünnt. Zu 0,2 ml Probe wurden 1 ml
Lösung D gegeben und nach gutem Durchmischen für mindestens 10 min bei RT stehen
gelassen. Dann wurden 0,1 ml Lösung E zugegeben und sofort kräftig geschüttelt. Nach 30 min
konnte die Extinktion der Probe bei λ=720 nm (d=1 cm) gegen einen Leerwert (0,1 M NaOH statt
Proteinlösung) gemessen werden.
Lösung A: 2 % (w/v) Na2CO3 in 0,1 M NaOH
Lösung B: 1 % (w/v) CuSO4 x 5 H2O
Lösung C: 2 % (w/v) Na-K-Tartrat
Lösung D: 49 ml Lösung A mit 0,5 ml Lösung B und 0,5 ml Lösung C mischen
Lösung E: 1 N Folin-Ciocalteau-Reagenz
2.7.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Für die Gelelektrophorese von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli
(1970) verwendet.
2.7.3.1 SDS-PAGE
Zur Vorbereitung der Elektrophoresekammer wurden die Glasplatten mit Waschmittel, A. bidest.
und abschließend mit Aceton gesäubert. Die Gelküvette wurde zusammengesetzt und die Höhe
von Trenngel und Sammelgel auf der Glasplatte markiert. Die Trenngel-Lösung wurde in der in
Tabelle 13 angegebenen Reihenfolge pipettiert und gründlich gemischt, die Lösung in die
Gelküvette gegossen und mit A. bidest. überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das
Wasser vollständig entfernt. Die Lösungen für das Sammelgel wurden pipettiert, auf das
Trenngel aufgegossen und der Probenkamm eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde die
Elektrophoreseapparatur zusammengesetzt, mit 1 x Elektrophoresepuffer befüllt und der
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Probenkamm entfernt. Zum Auftragen der Proben wurden die Geltaschen mit
Elektrophoresepuffer gespült sowie die Proben mit 1/3 Volumen an Probenpuffer versetzt und bei
95 °C für 5 min erhitzt, auf Eis gestellt und vor dem Auftragen kurz zentrifugiert (13.000 rpm,
30 s). Die Versuchsbedingungen wurden wie folgt eingestellt: Stromstärken Sammelgel: 15-
20 mA, Trenngel: 20-25 mA.
Tabelle 13: Zusammensetzung der Gellösungen für SDS-PAGE (alle Angaben in ml)
12 %Trenngel 5 % Sammelgel
A. bidest. 3,3 3,40
Acrylamid-Lösung 4,0 0,83
Trenngel-Puffer 2,5 -
Sammelgel-Puffer - 0,63
SDS 0,1 0,05
APS 0,1 0,05
TEMED 0,004 0,005
Acrylamid- Lösung 29,2 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid
bzw. Fertiglösung Rotiphorese 30 (Fa. Roth)
Trenngel- Puffer 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
Sammelgel- Puffer 1,0 M Tris-HCl, pH 6,8
APS- Lösung 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS)
SDS- Lösung 10 % (w/v) SDS
TEMED unverdünnt
Elektrodenpuffer (10 x) 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1 % SDS
pH 8,3
Probenpuffer (4 x) 0,25 M Tris-HCl, pH 6,8
8 % (w/v) SDS
20 % (v/v) ß-Mercaptoethanol
40 % (v/v) Glycerol
0,008 % (w/v) Bromphenolblau
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2.7.3.2 Silberfärbung
Das Färben des Gels erfolgte wie in Tabelle 14 beschrieben in einer Glasschale unter
gleichmäßigem Schwenken.
Tabelle 14: Protokoll zur Silberfärbung (modifiziert nach Heukeshoven und Dernick, 1988)
Schritt Lösung Zeitregime
1. Waschen 30 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsäure
1 x 1,5 h
2. Fixieren 75 ml Ethanol
28,2 g Natriumacetat x 3 H2O
1,25 ml Glutaraldehyd (25 %, w/v)
0,5 g Na2S2O3 x 5 H2O
mit A. bidest. auf 250 ml
1 x 1,5 h
3. Waschen A. bidest. 3 x 10 min
4. Silberfärbung 0,5 g AgNO3
50 µl Formaldehyd (37 %, w/v)
mit A. bidest. auf 250 ml
1 x 20 min
5. Waschen A. bidest. 2 x 5 min
6. Entwicklung 7,5 g Na2CO3
30 µl Formaldehyd (37 %, w/v)
mit A. bidest. auf 300 ml, pH<11,5
1 x 1 min
1 x 3 – 7 min
7. Hintergrundreduzierung 6,25 g Na2S2O3 x 5 H2O
mit A. bidest. auf 250 ml
1 x 20 min
8. Stoppen 2,5 g Glycin
mit A. bidest. auf 250 ml
1 x 10 min
9. Waschen A. bidest. 3 x 5 min
10. Konservieren 25 ml Glycerol (87 %, w/v) 30 min
2.7.4 Bestimmung der ß-Galactosidase-Aktivität nach Miller (1972) und Ausubel
et al. (1997)
Als Substrat für die Bestimmung der ß-Galactosidase-Aktivität wurde o-Nitrophenyl-ß-D-
galactopyranosid (ONPG) genutzt. Die Freisetzung des gelb gefärbten o-Nitrophenols durch
ß-Galactosidase wurde spektrophotometrisch bei λ=420 nm gemessen. Die Aktivitätsmessung
erfolgte mit ganzen permeabilisierten Zellen. Der Zellkultur wurde eine Probe von 0,05 ml
entnommen und mit 0,45 ml Z-Puffer versetzt. War die genutzte Probenmenge für eine
Aktivitätsbestimmung nicht ausreichend, wurde eine größere Probe zur Zellernte zentrifugiert und
in 0,5 ml Z-Puffer aufgenommen. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch Zusatz von
10 µl Chloroform und 10 µl 0,1 % SDS. Der Ansatz wurde für 10 s stark geschüttelt und für 5 min
bei 28 °C vorinkubiert. Der Start der Reaktion erfolgte mit 0,1 ml ONPG-Lösung. Der Ansatz
wurde dann bei 28 °C inkubiert. Bei leichter Gelbfärbung des Ansatzes (nach ca. 5 bis 30 min)
wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,25 ml 1 M Natriumcarbonat gestoppt und die genaue
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Reaktionszeit bestimmt. Um die Zellen zu sedimentieren, wurde der Ansatz für 3 min bei
13.000 rpm zentrifugiert und die OD420 des Überstandes bestimmt.
Berechnung der Aktivität in Miller Units (MU):
OD600 x V x t
OD420 x 0,85 x 1000
OD420 Extinktion von o-Nitrophenol bei λ=420 nm
OD600 Extinktion der Probe bei λ=600 nm
0,85 Korrekturfaktor für das Reaktionsvolumen im Ansatz
V Probenvolumen (ml)
t Reaktionszeit (min)
Z-Puffer 60 mM Na2HPO4 x 12 H2O
40 mM NaH2PO4 x H2O
10 mM KCl
1 mM MgSO4 x 7 H2O
50 mM ß-Mercaptoethanol
pH 7,0
ONPG-SL 13,3 mM in Z-Puffer ohne ß-Mercaptoethanol
2.7.5 Nachweis von ß-Galactosidase im Plattentest
Als Substrat für die ß-Galactosidase im Plattentest wurde 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-ß-D-
galactosid (X-Gal) verwendet. Das farblose Substrat wird durch ß-Galactosidase gespalten,
wobei ein blau gefärbtes Indigoderivat entsteht. Die Agarplatten wurden wie unter 2.4.6
beschrieben hergestellt und mit Y. lipolytica-Transformanden beimpft. Die Kultivierung der
Transformanden erfolgte für 2-3 Tage bei 28 °C. Zur Verstärkung der Färbung wurden die
Transformanden gegebenenfalls für 1 min im Toluoldampf permeabilisiert und bei 37 °C
inkubiert. Die Blaufärbung trat nach 30 min bis 24 h auf.
2.7.6 Detektion sequenzspezifischer DNA-bindender Proteine mittels DIG Gel
Shift Kit
Zur Analyse DNA-bindender Proteine wurde der DIG Gel Shift Kit der Fa. Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim genutzt. Als DNA-Fragmente wurden doppelsträngige Oligonucleotide
unterschiedlicher Länge verwendet, die Sequenzen sind in der Tabelle 15 angegeben. Die DNA-
Fragmente F1, F2, F3, F4 wurden mittels PCR synthetisiert (Primerkombination F1: TSB1-d32,
gprpo6r; F2: TSB1-d33, gprpo6r; F3: TSB1-d34, gprpo6r; F4: TSB1-d29, gprpo6r; Plasmid
pGPD2 als Template-DNA). Die Fragmente F5, F6, F7 und F8 wurden aus zwei synthetischen
komplementären Oligonucleotiden hergestellt (einzelsträngige Oligonucleotide wurden in
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molarem Verhältnis von 1:1 in TEN-Puffer gemischt, 10 min auf 95 °C erhitzt und langsam auf
RT abgekühlt).
Tabelle 15: Zum Gel Shift verwendete Oligonucleotide
Nr. Länge in bp Sequenz
1 102 5´(-586)- CCAAGAAATT ATCCCTCTGC TATAGGCCGA ATCAAAGTTT
TCCCCGGACG GATGGGACTT ATGGATTATA CGACTATGGG
TAGCGCGTAA GCTGAAGCCA AG-3´(-485)
2 83 5´(-567)- CTATAGGCCG AATCAAAGTT TTCCCCGGAC GGATGGGACT
TATGGATTAT ACGACTATGG GTAGCGCGTA AGCTGAAGCC
AAG-3´(-485)
3 70 5´(-554)- CAAAGTTTTC CCCGGACGGA TGGGACTTAT GGATTATACG
ACTATGGGTA GCGCGTAAGC TGAAGCCAAG-3´(-485)
4 53 5´(-537)- GGATGGGACT TATGGATTAT ACGACTATGG GTAGCGCGTA
AGCTGAAGCC AAG-3´(-485)
5 35 5´(-572)- CTCTGCTATA GGCCGAATCA AAGTTTTCCC CGGAC-3´(-537)
6 11 5´(-542) - CGGACGGATG G-3´(-532)
7 28 5´(-554)- CAAAGTTTTC CCCGGACGGA TGGGACTT -3´(-527)
8 18 5´(-544)- CCCGGACGGA TGGGACTT-3´(-527)
2.7.6.1 DIG 3´-Endmarkierung des doppelsträngigen Oligonucleotides mit Terminaler
Transferase
Die DNA-Fragmente wurden auf eine Konzentration von 3-4 pmol/µl mit TEN-Puffer verdünnt.
Die Endmarkierung erfolgte in folgendem Reaktionsansatz:
4 µl 5 x Puffer
4 µl CoCl2-Lösung
1 µl doppelsträngiges Oligonucleotid (3-4 pmol)
1 µl DIG-11-ddUTP-Lösung
9 µl H2O
1 µl Terminale Transferase
Der Ansatz wurde 15 min bei 37 °C inkubiert, dann auf Eis gestellt und mit 2 µl 4 M LiCl und
60 µl eiskaltem Ethanol für 30 min bei -80 °C gefällt. Der Ansatz wurde für 15 min bei 4 °C und
13.000 rpm zentrifugiert und das Pellet dreimal mit 500 µl gekühltem Ethanol gewaschen. Das
Pellet wurde unter Vakuum getrocknet und in 25 µl TEN-Puffer gelöst.
2.7.6.2 Gel Shift Reaktion
Das markierte Oligonucleotid wurde auf eine Konzentration von 15-30 fmol/µl in TEN-Puffer (ca.
1:10) verdünnt. Der prinzipielle Reaktionsansatz ist in der Tabelle 16 dargestellt, er bestand in
der Regel aus 3 Einzelreaktionen: Ansatz 1 mit markiertem Oligonucleotid, Ansatz 2 mit
markiertem Oligonucleotid und Proteinextrakt und Ansatz 3 mit markiertem Oligonucleotid,
Proteinextrakt und unmarkierter Kompetitor-DNA in 100fachem molaren Überschuss.
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Tabelle 16: Reaktionsansätze für Gel Shift Versuche
Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
5 x Bindungspuffer 4 µl 4 µl 4 µl
poly[d(A-T)] 1 µl 1 µl 1 µl
poly-L-Lysin 1 µl 1 µl 1 µl
DIG-markiertes Oligonucleotid 1-2 µl 1-2 µl 1-2 µl
H2O ad 20 µl ad 20 µl ad 20 µl
unmarkiertes Oligonucleotid - - 1 µl
Proteinextrakt - 1-3 µg 1-3 µg
Die Ansätze wurden bei 4 °C pipettiert und dann 15 min bei RT inkubiert. Danach wurden die
Reaktionsgefäße auf Eis gestellt und mit 5 µl Ladungspuffer ohne Bromphenolblau versetzt. Die
Proben wurden sofort auf ein natives Polyacrylamidgel aufgetragen.
2.7.6.3 Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Zur Auftrennung proteingebundener und -ungebundener Oligonucleotide wurde ein natives
4,5 bis 8 %iges Polyacrylamidgel in 0,25 x TBE-Puffer genutzt. Die Elektrophorese erfolgte bei
4 °C mit 0,25 x TBE-Puffer als Elektrophoresepuffer. Das Gel wurde vor der Beladung mit den
Proben einem Vorlauf bei 8 V/cm über 2 h unterzogen. Die Elektrophorese erfolgte so lange, bis
die Bromphenolblaubande der Kontrollbahn ¾ der Gellänge erreichte.
2.7.6.4 Transfer der Oligonucleotide auf eine Nylonmembran
Zur Übertragung der DNA auf eine Nylonmembran (BM Nylonmembran, positiv geladen, Fa.
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) wurde die Elektroblotmethode (semi dry) genutzt.
Dazu wurden ein Streifen Nylonmembran und 8 Streifen Filterpapier GB003 (Schleicher & Schüll)
in der Größe des Gels zugeschnitten und in 0,25 x TBE eingelegt. 4 Streifen des Filterpapiers
wurden auf die Katode gelegt, darauf das Gel platziert und die Nylonmembran aufgelegt. Auf die
Nylonmembran folgten wieder 4 Streifen Filterpapier. Die Apparatur wurde durch Aufsetzen der
Anode geschlossen und der Transfer erfolgte bei ca. 2 mA/cm2 für 30-60 min. Nach dem
Transfer wurde die Apparatur zerlegt, die Membran luftgetrocknet und die DNA wurde durch
Backen bei 120 °C für 20 min auf der Membran fixiert.
2.7.6.5 Signaldetektion
Alle Schritte wurden bei RT durchgeführt. Die Membran wurde 1-5 min in Waschpuffer
geschüttelt und dann für 30 min in Puffer 2 (1 ml/cm2) inkubiert. Die Antikörper (polyklonale Anti-
Digoxigenin-Fab-Fragmente aus Schaf, mit Alkalischer Phosphatase konjugiert) wurden 1:10.000
in Puffer 2 verdünnt und die Membran in dieser Lösung (0,2 ml/cm2) für 30 min geschüttelt.
Ungebundenes Antikörperkonjugat wurden durch Waschen (2 x 15 min) mit 1 ml/cm2
Waschpuffer entfernt. Die Membran wurde für 5 min in Puffer 3 (0,2 ml/cm2) equilibriert und im
folgenden für 5 min mit CSPD-Substratlösung (0,1 ml/cm2) überschichtet. Überschüssige
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Substratlösung wurde entfernt, die Membran in eine Folientasche gelegt und 15 min bei 37 °C
inkubiert. Die Detektion erfolgte durch Exposition auf Hyperfilm ECL der Fa. Amersham
Pharmacia Biotech für 15-60 min.
TEN-Puffer 0,01 M Tris-HCl, pH 8,0
0,001M EDTA
0,1 M NaCl
TBE-Puffer (10 x) 0,89 M Tris
0,89 M Borsäure
0,02 M EDTA
pH 8,0
SSC (10 x) 1,5 M NaCl
0,15 M Natriumcitrat
pH 7,0
Puffer 1 0,1 M Maleinsäure
0,15 M NaCl
pH 7,5; eingestellt mit konzentrierter NaOH
autoklavieren
Blocklösung (SL) 10 % (w/v) Blockreagenz in Puffer 1, autoklavieren
Waschpuffer 0,3 % (v/v) Tween 20 in Puffer 1
Puffer 2 1 % Blockreagenz in Puffer 1
(1:10-Verdünnung der Blocklösung)
Puffer 3 0,1 M Tris-HCl
0,1 M NaCl
0,05 M MgCl2
pH 9,5
CSPD-Substratlösung Stammlösung 1:100 in Puffer 3 verdünnen
2.7.7 Reinigung DNA-bindender Proteine
Zur Reinigung spezifischer DNA-bindender Proteine wurde der DNA-binding Protein Purification
Kit der Fa. Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) genutzt. Der Kit enthält Streptavidin-
Magnetpartikel, die über eine Biotinylierung am 3´-Ende, mit einem doppelsträngigen
Oligonucleotid gekoppelt sind. An dieses Oligonucleotid können 30-50mer-Oligonucleotide mit
der spezifischen Protein-Bindungssequenz ligiert werden und dieses Konstrukt zur Reinigung
DNA-bindender Proteine genutzt werden.
Lange Konkatemere der Oligonucleotide wurden durch self-primed PCR hergestellt. Dazu
wurden die synthetisch hergestellten Oligonucleotide GS3 und GS3A genutzt, die zueinander
komplementäre Sequenzen haben und eine direkte Wiederholung der Sequenz von -544 bis
-567 tragen.
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PCR-Ansatz: 10 µl 10 x Puffer
2 µl dNTP-Mix (10 mM)
1 µl GS3 (20 pmol/µl)
1 µl GS3A (20 pmol/µl)
0,5 µl Pwo-Polymerase
85,5 µl H2O
PCR-Protokoll: 1 x: 2 min bei 95 °C
30 x: 30 s bei 95 °C
40 s bei 55 °C
45 s bei 72 °C
1 x: 7 min bei 72 °C
Ein Aliquot des PCR-Ansatzes wurden auf einem Agarosegel analysiert und sollte PCR-Produkte
im Größenbereich zwischen 1 und 40 kb enthalten. Der PCR-Ansatz wurde direkt zur Ligation
der Fragmente an die Magnetpartikel genutzt. Dazu wurden 50 µl Magnetpartikel (Ansatzmenge
unbegrenzt skalierbar) wie im folgenden beschrieben behandelt:
•  4 x Waschen der Partikel mit 50 µl TEN 2000 (dazu wurde die Partikelsuspension gemischt,
abgefüllt, mit Hilfe des Magnetpartikel-Separators die Partikel abgetrennt und der Überstand
abgenommen),
•  2 x Waschen mit 50 µl 1 x Ligationspuffer.
•  Der Überstand wurde entfernt und der Ligationsansatz pipettiert:
Magnetpartikel
H2O 9,75 µl
5 x Ligationspuffer 10 µl
PEG 6000 18,75 µl
KCl 4 µl
PCR-Ansatz 5 µl
T4-DNA-Ligase 2,5 µl
Der Ansatz wurde 30 min bei RT inkubiert. Die Magnetpartikel wurden mit Hilfe des Separators
abgetrennt und folgende Waschschritte durchgeführt:
•  1 x mit 50 µl 1 x Ligationspuffer,
•  3 x mit 50 µl 1 x Protein-Bindungspuffer,
•  3 x mit Elutionspuffer
•  3 x mit 1 x Proteinbindungspuffer.
Nach den Waschschritten wurde der Ansatz für die Protein-Bindungsreaktion pipettiert:
H2O auf 125 µl
5 x Proteinbindungspuffer 25 µl
poly[d(AT)] 12,5 µl
poly-L-Lysin 6,25 µl
Proteinextrakt (2.7.1) 50 µg
Der Ansatz wurde unter gelegentlichem Schütteln bei RT für 30 min inkubiert. Die Magnetpartikel
wurden mittels Separator vom Ansatz getrennt und der Überstand der Reaktion bei –20 °C
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gelagert. Die Partikel wurden 4 x mit 50 µl 1 x Proteinbindungspuffer gewaschen. Die Elution der
gebundenen Proteine erfolgte mit 15 µl Elutionspuffer für 15 min bei RT. Der Elutionsschritt
wurde wiederholt, die Eluate vereinigt und gegen Dialysepuffer 2 x 2 h dialysiert.
Die Analyse der gereinigten Proteine erfolgte im SDS-Polyacrylamidgel (2.7.3) mit
anschließender Silberfärbung und durch Einsatz der Eluate im Gel Mobility Shift (2.7.6).
TEN 2000 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
1 mM EDTA
2 M NaCl
Ligationspuffer (5 x) 262,5 mM Tris-HCl, pH 7,5
52,5 mM DTT
26,2 mM MgCl2
0,52 mM ATP
Protein-Bindungspuffer (5 x) 100 mM HEPES, pH 7,6
 5 mM EDTA
50 mM (NH4)2SO4
5 mM DTT
1 % (v/v) Tween 20
150 mM KCl
poly[d(AT)] 1 µg/µl in H2O
poly-L-Lysin 1 µg/µl in H2O
Elutionspuffer 1 x Protein-Bindungspuffer
2 M KCl
Dialysepuffer 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
0,05 mM EDTA
50 mM NaCl
5% Glycerol
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3 Ergebnisse
3.1 Phänotypische Eigenschaften der trans-dominanten GPR1-Mutationen
Zum Verständnis der Funktion des GPR1-Gens wurden weitere Untersuchungen zur
Charakterisierung der trans-dominanten GPR1d-Mutationen durchgeführt. Es standen mit den
Stämmen B204-12C-38 (GPR1-3), B204-12-112 (GPR1-1), B204-12C-124 (GPR1-4) und
B204-12C-156 (GPR1-2) vier Stämme zur Verfügung, die trans-dominante Mutationen im GPR1-
Gen enthalten. Wie schon in Kapitel 1.8.2 ausgeführt, zeigen besonders die Stämme
B204-12C-112 und B204-12C-156 eine geänderte Zellmorphologie. Diese Änderung äußert sich
auch in einer verstärkten Ausbildung von Pseudohyphen und Hyphen. Weiterhin wurden
verringerte Wachstumsraten und verringerte Zelldichten in der stationären Phase erreicht, die
durch ein schnelleres Absterben der Zellen erklärt wurden. Um dieses Ergebnis quantitativ zu
belegen, wurden der Wildtypstamm und die vier Mutantenstämme in YPD-Flüssigmedium
kultiviert und der Anteil von Pseudohyphen und Hyphen sowie der Anteil toter Zellen durch
Vitalfärbung mit Methylenblau (2.5.3) mikroskopisch erfasst (Tabelle 17). Während die
Mutantenstämme B204-12C-38 und B204-12C-124 nur einen geringfügigen Anstieg in der Zahl
der Zellen in Hyphenform zeigten, wurden beim Stamm B204-12C-112 nach 24 h Kultivierung
22 % Pseudohyphen bzw. Hyphen nachgewiesen. Der Anteil toter Zellen in der Kultur lag auch
mit 9 % signifikant höher als beim Wildtypstamm. Gravierende Unterschiede zum Wildtyp wurden
beim Stamm B204-12C-156 sichtbar, der die größten Veränderungen in der Zellgröße und –form
zeigte (siehe auch Abbildung 2). Der Anteil der in Hyphenformen wachsenden Zellen lag bei
72 %, der Anteil abgestorbener Zellen bei 24 %. Diese Ergebnisse stehen in Übereinstimmung
mit den von Scheuber (1993) und Tzschoppe (1998) gemachten Beobachtungen (siehe 1.8.2).
Tabelle 17: Zellmorphologie und Überlebensraten des Y. lipolytica Wildtypstammes B204-12C
und der Mutantenstämme bei Kultivierung in YPD. Nach 16 bzw. 24 h wurden die Zellen
mikroskopiert. Die Bestimmung des Anteiles toter Zellen erfolgte mit der Methylenblau-
Vitalfärbung.
16 h Kultivierung 24 h Kultivierung
Stamm Anteil von
Pseudohyphen o.
Hyphen (%)
tote Zellen
(%)
Anteil von
Pseudohyphen o.
Hyphen (%)
tote Zellen
(%)
B204-12C 4 0 3 1
B204-12C-38 8 0 7 4
B204-12C-112 17 3 22 9
B204-12C-124 10 1 10 1
B204-12C-156 73 21 72 24
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Das charakteristische Merkmal der GPR1-Mutation ist die hohe Sensitivität der Mutantenstämme
gegenüber den C-Quellen Acetat (bzw. Essigsäure) und Ethanol, die auch in Anwesenheit von
Glucose im Medium dominant ist. Zur Bestimmung der Sensitivität gegenüber Acetat im Medium
wurde eine definierte Zellzahl der zu untersuchenden Y. lipolytica Stämme auf Agarplatten mit
unterschiedlichen Acetatkonzentrationen (Minimalmedium mit Glucose, Acetat und
Glucose/Acetat) aufgebracht, vier Tage bei 28 °C inkubiert und das Wachstum der Stämme
beurteilt (Abbildung 5). Der Wildtypstamm B204-12C wächst bis zu einer Konzentration von
ca. 30 mM Acetat sehr gut. Dagegen können die Mutantenstämme B204-12C-38, -112, -124,
-156 über einer Acetatkonzentration von 3,7 mM Acetat nicht wachsen. Bei 3,7 mM Acetat im
Medium zeigen die Stämme B204-12C-38, B204-12C-112 und B204-12C-156 wieder Wachstum.
Der Stamm B204-12C-112 kann dagegen erst bei einer Konzentration von 1,8 mM Acetat
wachsen und zeigt damit die höchste Sensitivität. Auffällig ist das generell verringerte Wachstum
des Stammes B204-12C-124.
Konzentration
 freie Säure (mM)
4,48
4,48
2,24
1,12
0,56
0,28
0,14
0,07
0
B204-12C
MAG-Met
MG-Met
MAG-Met
0,9 mM
MAG-Met
1,8 mM
mM3,7
mM14,6
mM29,2
mM7,3
MAG-Met
MAG-Met
MAG-Met
MAG-Met
MA-Met
29,2 mM
0,5 mM
WT -38 -112 -124 -156
Abbildung 5: Wachstum des Wildtypstammes Y. lipolytica B204-12C (WT) und der
Mutantenstämme B204-12C-38, B204-12C-112, B204-12C-124, B204-12C-156 auf
Minimalmedium mit 0,4 % Natriumacetat (MA), 2 % (w/v) Glucose (MG) und Mischmedium aus
2 % Glucose und abnehmenden Konzentrationen an Natriumacetat (MAG). Dem Medium wurde
Methionin (Met) zur Komplementierung der Methioninauxotrophie zugesetzt und der pH-Wert auf
5,5 eingestellt. Die im Medium vorhandene Konzentration an freier Säure (pH 5,5) ist in der
rechten Spalte dargestellt.
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Die meisten Y. lipolytica-Stämme sind in der Lage, bei pH-Werten zwischen 3,0 und 7,0 zu
wachsen, über pH 7,0 wird das Wachstum stark reduziert und hört bei pH 8,0 auf. In weiteren
Versuchen wurde der Einfluss des pH-Wertes auf das Wachstum des Wildtyp- und der
Mutantenstämme untersucht. Dabei zeigte sich eine deutliche Abhängigkeit des Wachstums der
Mutantenstämme vom pH-Wert des Mediums (Abbildung 6).
 
B204-12C
wt -38 -112 -124 -156pH
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0
6,5
7,0
Essigsäure-
Konzentration
(%)
98,3
96,8
85,2
64,5
36,5
15,4
5,4
1,8
0,6
Essigsäure-
Konzentration
(mM)
28,7
28,3
24,9
18,8
10,7
4,5
1,6
0,5
0,2
K
5,5
0 0
Abbildung 6: Wachstum des Wildtypstammes B204-12C (WT) und der Mutantenstämme auf
essigsäurehaltigem Minimalmedium in Abhängigkeit vom pH-Wert. Die prozentualen Anteile der
freien Säure und die Essigsäure- Konzentrationen im Medium sind in den rechten Spalten
aufgeführt. Es wurden 29,2 mM (0,4 %) Natriumacetat eingesetzt. Die Berechnung der
Essigsäurekonzentrationen in Abhängigkeit vom pH-Wert erfolgte mit der Henderson-
Hasselbalch-Gleichung. Als Vergleich wurden die Stämme auf Minimalmedium mit Glucose (K,
pH 5,5) aufgetropft .
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Der Wildtypstamm B204-12C wächst bei allen getesteten pH-Werten. Wie in Abbildung 5
gezeigt, wächst der Stamm B204-12C-124 deutlich langsamer als alle anderen Stämme. Mit der
Variation des pH-Wertes wurde die Konzentration der undissoziierten Essigsäure im Medium
beeinflusst. Bei einer Essigsäurekonzentration von 1,6 mM (pH 6,0; Abbildung 6) bzw. 0,56 bis
1,12 mM (siehe Abbildung 5) ist ein Wachstum der Mutantenstämme nicht möglich. Sie können
erst ab einem pH-Wert von 6,5 wieder schwach wachsen (besonders Stamm B204-12C-38 und
B204-12C-124), was einer Essigsäurekonzentration von 0,5 mM entspricht. Bei pH 7,0 zeigen
die Mutantenstämme ein ähnliches Wachstum wie der Wildtypstamm. Bei den in Abbildung 5 und
Abbildung 6 dargestellten Versuchen zeigte sich, dass die Acetatsensitivität vom pH-Wert
abhängig ist und sich auf die undissoziierte Essigsäure zurückführen lässt. Liegt die
Konzentration der Säure, die durch den pH-Wert und die Gesamtkonzentration an
Essigsäure/Acetat beeinflusst wird, über 0,5 mM, können die Mutantenstämme nicht mehr
wachsen. Der Effekt der Sensitivität wird demzufolge von der undissoziierten Essigsäure und
nicht durch das Acetat im Medium bedingt.
Da bei anderen Hefe wie S. cerevisiae und Torulaspora delbrückii die Aufnahme von Lactat und
Pyruvat in der gleichen Weise wie die Aufnahme von Acetat erfolgt (Casal und Leao, 1994; Casal
und Leao, 1995; Cassio et al., 1987), sollte untersucht werden, ob bei Verwendung dieser
C-Quellen ein phänotypischer Effekt bei den GPR1d-Mutantenstämmen nachweisbar ist. Dazu
wurden der Wildtypstamm B204-12C und die Mutantenstämme auf Agarplatten mit Lactat oder
Pyruvat (jeweils pH 3,5 und 6,0) ausgestrichen und das Wachstum überprüft. Durch die Variation
des pH-Wertes wurde der Anteil der undissoziierten Säure beeinflusst. Bei pH 3,5 liegen damit
68 % als Milchsäure bzw. 8,9 % als Brenztraubensäure vor. Das entspricht einer effektiven
Konzentration der freien Säure von 59,5 mM für Milchsäure bzw. 7,9 mM für Brenztraubensäure.
Beide Werte liegen damit über dem für die Essigsäure gefundenen Schwellenwert von 0,5 bis
1,6 mM und sollten bei vergleichbarer Wirkung wie Acetat auch toxisch wirken. Es konnte jedoch
kein Effekt von Lactat und Pyruvat auf das Wachstum der Mutantenstämme festgestellt werden.
Das heißt, bei Verwendung von diesen C-Quellen wirkt die undissoziierte Säure nicht inhibierend
auf das Wachstum. Der Effekt der Sensitivität gegenüber der undissoziierten Säure kann somit
für Essigsäure spezifisch sein.
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3.2 Molekularbiologische Charakterisierung von GPR1-Allelen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden GPR1-Allele kloniert und durch den Vergleich der GPR1d-Allele
mit dem Wildtypallel näher untersucht.
3.2.1 Klonierung des GPR1-2-Mutantenalleles
Um die Ursache für den pleiotropen Phänotyp der GPR1-Mutationen zu studieren, waren
zunächst das GPR1-Wildtypallel und das GPR1-1-Allel aus dem Stamm B204-12C-112 isoliert
worden (vgl. 1.8.4). Gegenüber dem Wildtypstamm B204-12C zeigt besonders der Stamm B204-
12C-156 neben der für die GPR1d-Mutanten charakteristischen Essigsäuresensitivität auch
deutliche Veränderungen im Wachstumsverhalten, in der Zellmorphologie, der Morphologie
intrazellulärer Strukturen und der Fettsäure-Zusammensetzung. Aufgrund dieses Phänotyps, der
sich auch von den Mutantenstämmen B204-12C-38, -112 und -124 unterscheiden lässt (vgl.
1.8.2 und 3.1), sollte das GPR1-Allel aus dem Stamm B204-12C-156 (GPR1-2) ebenfalls kloniert
werden, um einen Vergleich der verschiedenen GPR1-Mutationen mit ihren Auswirkungen auf
die Zelle zu ermöglichen.
Ausgehend von der Southern Analyse, die für alle bisher charakterisierten GPR1d-Allele das
gleiche Fragmentmuster zeigt, wurde das GPR1-Gen aus dem Stamm B204-12C-156 (GPR1-2)
als 2,1 kb großes SalI/HindIII-Fragment isoliert. Dazu wurde analog der Klonierung des Wildtyp-
Gens genomische DNA präpariert, mit den Restriktionsenzymen SalI und HindIII verdaut, die
Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt und die 2,1 kb-Fraktion gereinigt. Die Fragmente
wurden mit dem Vektor pUCBM20 ligiert und in E. coli transformiert. Das GPR1-Allel konnte nach
Kolonie-Hybridisierung der Transformanden mit der GPR1-Sonde (NcoI/HindIII-Fragment) isoliert
werden. Zur Überprüfung des trans-dominanten Effektes dieses GPR1-Alleles wurde das 2,1 kb
SalI/HindIII-Fragment in den Y. lipolytica/E. coli Shuttlevektor pINA237 kloniert und in den
Y. lipolytica-Stamm B204-12A-213 transformiert. Die Transformanden zeigten analog dem
GPR1-1-Allel aus dem Stamm B204-12C-112 den Acu--Phänotyp. Es konnten aber keine
Veränderungen der Zellmorphologie, die im Ausgangsstamm B204-12C-156 beobachtet wurden,
festgestellt werden. Da der transformierte Stamm B204-12A-213 nicht isogen zum Stamm B204-
12C ist, weist dieser Befund wie beim Allel GPR1-1 darauf hin, dass die pleiotropen Effekte der
GPR1-Mutationen vom genetischen Hintergrund des Stammes abhängig sind.
3.2.2 Analyse der Mutationsorte
Um die Lage der Mutationen im GPR1-1- und GPR1-2-Allel einzugrenzen, wurden
Fragmentaustausche mit dem GPR1-Wildtypallel vorgenommen (Abbildung 7). Dazu wurden
Fragmente aus dem Wildtypallel mit Fragmenten aus den mutierten Allelen kombiniert, als
SalI/HindIII-Fragment in den Vektor pINA237 kloniert und in Y. lipolytica B204-12A-213
transformiert. Beim Test der Transformanden auf ihre Fähigkeit zur Acetatverwertung konnte der
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Acu+- und Acu--Phänotyp festgestellt werden. Die Lage der Mutation im GPR1-Allel des
Stammes B204-12C-112 konnte auf das XhoI/HindIII-Fragment und bei Stamm B204-12C-156
auf das NcoI/HindIII-Fragment eingegrenzt werden. Diese Fragmente wurden in den Vektor
pUCBM20 subkloniert und anschließend zur Bestimmung des Mutationsortes sequenziert.
A) GPR1-Allele Kombination
WT
GPR1-1
GPR1-2
WT/GPR1-1
GPR1-1/WT
GPR1-1/WT/GPR1-1
WT/GPR1-2/WT
WT/GPR1-2
GPR1-2/WT
Phänotyp
Acu+
Acu-
Acu-
Acu-
Acu+
Acu-
Acu+
Acu-
Acu+
SalI, 1 PstI, 725 NcoI, 1108 XhoI, 1460 HindIII, 2151
B) kombinierte Fragmente für Wildtyp- und GPR1-1-Allel
C) kombinierte Fragmente für Wildtyp- und GPR1-2-Allel
Abbildung 7: Kombination von Fragmenten der GPR1-Wildtyp- und Mutantenallele und Phänotyp
der Transformanden zur Eingrenzung der Mutationsorte. Fragmente des Wildtyp-Alleles (Stamm
B204-12C) sind schwarz, Fragmente des GPR1-1-Alelles (Stamm B204-12C-112) sind blau,
Fragmente des GPR1-2-Alleles (Stamm B204-12C-156) rot dargestellt. Die Plasmide wurden in
den Stamm B204-12A-213 transformiert und das Wachstum der Transformanden auf
Acetatmedium getestet.
Zwei weitere Mutantenallele aus den Stämmen B204-12C-38 (GPR1-3) und B204-12C-124
(GPR1-4) wurden von Tzschoppe (1998) nach Amplifizierung der GPR1-Fragmente durch PCR
sequenziert. Die als Punktmutationen charakterisierten Veränderungen der verschiedenen
GPR1-Allele sind in Abbildung 8 zusammengefasst. Drei der vier Mutationen liegen in einem
Bereich (F61GGTL65) im N-Terminus, die vierte Mutation wurde am C-Terminus (G248) von Gpr1p
lokalisiert. Bei den Mutationen wurden unpolare Aminosäurereste (G62, G63, L65, G248) gegen das
polare Serin oder Glutamin (S62, Q65) bzw. das polare, negativ geladene Aspartat (D63, D248)
ausgetauscht.
Im Promotorbereich der GPR1-Allele aus dem Stamm B204-12C und den abgeleiteten Mutanten
wurde das Retrotransposon Ylt1 nachgewiesen (Schmid-Berger et al., 1994, Abbildung 8).
Dadurch wird der GPR1-Promotor zerstört und enthält nur 77 Basen des authentischen
Promotors. Das GPR1-Allel mit dem inserierten Retrotransposon (2,1 kb SalI/HindIII-Fragment)
wurde im folgenden als GPR1A bezeichnet.
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Stamm
B204-12C
B204-12C-38   (GPR1-3)
B204-12C-124 (GPR1-4)
B204-12C-156 (GPR1-2)
DNA-Sequenz
GGT GGT ACC CTG
AGT GGT ACC CTG
GGT GAT ACC CTG
GGT GGT ACC CAG
Protein
GGTL
SGTL
GDTL
GGTQ
GPR1 810 bp
ATG
+1
+184 +195
HindIII, +995SalI, -1151 NcoI, -46 XhoI, +305
Stamm
B204-12C
B204-12C-112 (GPR1-1)
+743
DNA
GGT
GAT
Protein
G
D
LTR 714 bp
PstI, -426EcoRV, -632
Abbildung 8: Darstellung des GPR1-Alleles des Stammes Y. lipolytica B204-12C, der Lage und
Art der mutativen Ereignisse in den GPR1d-Allelen sowie deren Auswirkungen auf die
Proteinsequenz (mutiertes Nucleotid rot, veränderte Aminosäure blau dargestellt).
3.2.3 Vergleich von GPR1-Allelen verschiedener Yarrowia lipolytica-Stämme
Von Schmid (1994) und Schmid-Berger et al. (1994) wurde die Existenz eines Retrotransposons
(Ylt1) in mehreren Y. lipolytica-Stämmen nachgewiesen. Dieses Retrotransposon ist dispers über
das gesamte Genom verteilt. Dabei wurde beobachtet, dass die GPR1-Allele, die bisher im
Wildtypstamm B204-12C und den GPR1d-Mutantenstämmen analysiert wurden, im
Promoterbereich (upstream von Position -77) das Retrotransposon enthalten (vgl. Abbildung 8).
Es sollte nun im folgenden untersucht werden, ob auch andere Stämme das Retrotransposon
besitzen und ob das GPR1-Allel in allen Stämmen identisch ist.
Es wurde genomische DNA der Stämme H222, H194, B204-12C, B204-12A-213, W29, PO1d,
E129, E150, CXAU1 isoliert. 500 ng der DNA wurde mit den Enzymen SalI und HindIII bzw. PstI
und HindIII über Nacht verdaut und zur Southern-Hybridisierung genutzt. Der Blot wurde mit
einer Sonde für das GPR1-ORF-Fragment (Abbildung 9A) und das Zeta-Element (Abbildung 9B)
des Retrotransposons Ylt1 beprobt. Der Southern-Blot mit dem GPR1-Fragment ist in Abbildung
9(A) dargestellt. Bei den Stämmen H194, B204-12C, B204-12A-213 und CXAU1 konnte das
schon bekannte 2,1 kb große DNA-Fragment nachgewiesen werden, das im Promotor-Bereich
das Retrotransposon enthält. Andere Stämme (H222, W29, PO1d, E129, E150) zeigten ein
Signal bei einer Fragmentgröße von ca. 4,2 kb. Das heißt, dass Stämme, die kein Ylt1 enthalten
(H222, W29 und PO1d), in jedem Fall einen anderes GPR1-Allel als der Stamm B204-12C
haben. Aber nicht in allen Stämmen, die das Retrotransposon besitzen, ist das GPR1-Allel durch
das Retrotransposon unterbrochen (E129, E150).
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21226
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831
  1   2   3   4   5   6   7   8   9   1   2   3   4   5   6   7   8   9
A) B)
564
Abbildung 9: Southern-Hybridisierung zur Charakterisierung des GPR1-Gens verschiedener
Y. lipolytica Stämme (Verdau der genomischen DNA mit HindIII und SalI. Als Sonden wurden
genutzt: (A) GPR1-ORF (siehe Tabelle 10) und (B) EcoRV/NcoI-Fragment aus Plasmid pNS3
(LTR). 1: H222; 2: H194; 3: B204-12C; 4: B204-12A-213; 5: W29; 6: PO1d; 7: E129; 8: CXAU1;
9: E150.
In Abbildung 9(B) ist das Ergebnis der Southern-Hybridisierung mit der Sonde für das Zeta-
Element (LTR) des Retrotransposons dargestellt. Die Y. lipolytica Stämme H194, B204-12C,
B204-12A-213, E129, E150 und CXAU1 zeigen Signale, die über das gesamte
Fragmentspektrum dispers verteilt sind (0,8 bis ca. 20 kb). Da die genutzten Restriktionsenzyme
im LTR selbst keine Schnittstelle besitzen, ist das Ergebnis ein Hinweis darauf, dass das LTR
des Retrotransposons in vielen Kopien im gesamten Genom dieser Stämme verteilt vorliegt. Die
Fragmentmuster, die sich bei der Hybridisierung mit der LTR-Sonde ergeben, unterscheiden sich
mehr oder weniger deutlich. So sind die Muster bei Stamm H194, B204-12C und CXAU1 sehr
ähnlich, dagegen gibt es deutliche Unterschiede der Fragmentmuster dieser Stämme zu den
Stämmen B204-12A-213, E129 und E150. Die Stämme H222, W29 und PO1d weisen kein LTR-
Signal auf. Diese Stämme besitzen offensichtlich kein Ylt1, was mit den Ergebnissen von
Juretzek (1999) und Juretzek et al. (2001) übereinstimmt.
3.2.4 Klonierung eines GPR1-Alleles mit authentischem Promotor
Der Stamm B204-12C und die daraus abgeleiteten GPR1d-Mutantenstämme, woraus alle bisher
bekannten GPR1-Allele isoliert wurden, enthält im GPR1-Promotorbereich das Retrotransposon
Ylt1. Aufgrund der in Kapitel 3.2.3 beschriebenen Southern-Hybridisierungen, die unterschiedlich
große Fragmente für das GPR1-Gen zeigten, konnte man vermuten, dass Stämme existieren,
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die den ursprünglichen Promotor ohne das Retrotransposon besitzen. So wurde davon
ausgegangen, dass alle Stämme, die ein GPR1-Fragment von 2,1 kb besitzen, im GPR1-
Promotor das Retrotransposon enthalten. Dagegen wurde bei mehreren Stämmen ein Fragment
mit 4,2 kb nachgewiesen, das aus dem Stamm PO1d isoliert und im Verlauf der weiteren
Arbeiten genauer charakterisiert werden sollte. Der Stamm PO1d wurde für diese
Untersuchungen ausgewählt, da das Retrotransposon in dessen Genom nicht nachweisbar war.
Zur Analyse der Lage und Größe des GPR1-Gens im Stamm PO1d wurde ein Southern-Blot
durchgeführt (Abbildung 10). Genomische DNA der Stämme PO1d und B204-12C wurde mit
verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, ein Blot hergestellt, mit der GPR1-Sonde
(XhoI/HindIII-Fragment) beprobt und die entstandenen Fragmentmuster verglichen. Dabei zeigte
sich, dass der codierende Bereich und der Terminatorbereich des GPR1-Gens in beiden
Stämmen identisch ist, da der Verdau mit den Enzymen XhoI/HindIII bzw. NcoI/HindIII die
gleichen Fragmentgrößen von 0,7 kb bzw. 1,0 kb ergaben (vgl. auch Abbildung 8). Dagegen
waren bei allen anderen Enzymkombinationen die Fragmente unterschiedlich, so dass davon
ausgegangen wurde, dass sich der Promotorbereich der untersuchten GPR1-Allele
unterscheiden muss.
PO1d
1 2 3 5 4 6
B204-12C
1 2 3 4 5 6
21226
5148
4973
4268
3530
2027
1904
1584
1375
947
831
564
Abbildung 10: Sequenzvergleich der GPR1-Umgebung von Stamm PO1d und B204-12C durch
Verdau der genomischen DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen und Southern-
Hybridisierung mit der GPR1-Sonde (XhoI/HindIII- Fragment). 1: HindIII-XhoI; 2: HindIII-NcoI; 3:
HindIII-EcoRV; 4: HindIII-SalI; 5: SalI; 6: HindIII
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Zur Klonierung des GPR1-Gens aus dem Stamm PO1d wurden 20 µg genomische DNA mit den
Restriktionsenzymen SalI und HindIII vollständig verdaut, auf einem Agarosegel aufgetrennt und
die DNA mit einer Größe von 4 bis 4,5 kb aus dem Gel gereinigt. Die so gewonnenen DNA-
Fragmente wurden in den mit den Enzymen SalI und HindIII verdauten E. coli-Vektor pUCBM20
ligiert und in E. coli DH5αc transformiert. Das Screening auf Transformanden, die das GPR1-
Gen enthielten, erfolgte mittels Kolonie-Hybridisierung, wobei als Sonde das XhoI/HindIII-
Fragment aus dem Plasmid pNS3 genutzt wurde. Von 120 in der Kolonie-Hybridisierung
positiven Klonen wurden Plasmid Minipräparationen durchgeführt. 90 % der isolierten Plasmide
enthielten ein Insert von ca. 4,2 kb. Diese Plasmide wurden mit XhoI und HindIII verdaut und die
Fragmente analysiert. Alle Plasmide, die ein 0,7 kb-Fragment enthielten, das dem im Southern-
Blot nachgewiesenen Teil des GPR1-ORF/Terminatorbereiches entsprach (Abbildung 10),
wurden weiteren Testverdaus mit den Enzymkombinationen NcoI/HindIII und KpnI/HindIII
unterzogen. Es wurden zwei identische Plasmide gefunden, bei denen die Fragmente des bisher
bekannten GPR1-ORF/Terminatorbereiches nachweisbar waren. Diese wurden als pGPD2
bezeichnet. Zur Kontrolle wurde mit GPR1-spezifischen Oligonucleotiden (gprsc1 und GPD-
BamHI) eine PCR durchgeführt und dabei das 1,0 kb-Fragment für das GPR1-Gen vom Plasmid
amplifiziert. Um das Insert im Plasmid pGPD2 zu charakterisieren, wurde zuerst eine
Restriktionsanalyse durchgeführt und eine Restriktionskarte erstellt. Mit Hilfe dieser
Restriktionskarte wurden Fragmente des vermuteten Promotorbereiches in pUCBM20
subkloniert und sequenziert (Abbildung 11). Zur funktionellen Untersuchung des isolierten GPR1-
Alleles wurde das SalI/HindIII-Fragment in den E. coli-Y. lipolytica-Shuttlevektor pINA237 kloniert
und als pYLG3 (Anlage 4) bezeichnet. Die von pYLG3 abgeleiteten Plasmide pYLG3-A bzw.
pYLG3-B wurden mit einem verkürzten Promotorbereich (BamHI/HindIII- bzw. BglII/HindIII-
Fragment) kloniert.
Damit konnte ein GPR1-Allel mit authentischem Promotorbereich (4105 bp, SalI/HindIII-
Fragment) aus dem Stamm Y. lipolytica PO1d isoliert werden. Dieses GPR1-Allel wurde im
folgenden mit GPR1B bezeichnet. Die Charakterisierung der Promotorregionen des GPR1A- und
GPR1B-Alleles werden ab Kapitel 3.6 beschrieben.
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(B)
3021, EcoRV
3062, NcoI
3296, KpnI
3414, XhoI
6740, EcoRI
6750, BamHI
6776, KpnI
4105, HindIII
GPR1
GPR1ter
pGPD2
6787 bp
pGPR1B
1, SalI
454, BamHI
1171, BglII
1694, ClaI
amp
pGPD2-C
pGPR1B GPR1'
1, SalI 454, BamHI 1171, BglII 1694, ClaI
3021, EcoRV
3062, NcoI
3296, KpnI
pGPD2-A
pYLG3-A
26
27
27
26
pGPD2-E
27
2928
30
31
32
40
33
(A)
Abbildung 11: (A) Restriktionskarte des Vektors pGPD2. (B) Schematische Darstellung des aus
dem Stamm PO1d isolierten GPR1-Promotorbereiches und der subklonierten Fragmente, die mit
Hilfe von pUCBM20- und GPR1-spezifischen Primern (Nr. 26-33, 40; Tabelle 5) sequenziert
wurden.
3.3 Datenbankanalyse der DNA- und abgeleiteten Proteinsequenz des GPR1-
Gens
Zur Suche nach homologen DNA- und Proteinsequenzen wurde das FASTA3.3- bzw. Blast-
Programm am European Bioinformatics Institute (EMBL Outstation) genutzt (Pearson und
Lipman, 1988). Die Analyse ergab eine Reihe meist hypothetischer Gpr1p-homologer Proteine,
deren Funktion in allen Fällen unklar ist (Tabelle 18, Abbildung 12). Unter den Organismen, die
Gpr1p-homologe Proteine aufweisen, sind sowohl Vertreter aus der Gruppe der Archaebakterien
(Methanobacterium thermoautotrophicus, Thermoplasma acidophilum, Sulfolobus solfataricus),
als auch der gram-negativen Eubakterien (Escherichia coli, Vibrio cholerae) vertreten. Bei den
eukaryotischen Organismen finden sich Gpr1p-homologe Proteine unter den Ascomyceten
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(Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe), Deuteromyceten (Candida
albicans), Basidiomyceten (Pisolithus tinctorius) sowie höheren Eukaryoten (z. B. Leishmania
major, Chlamydomonas reinhardtii, Ceratopteris reichardii). Bei S. cerevisiae sind drei homologe
Proteine bekannt, von denen zwei (FUN34p und YCR10Cp) zueinander 75 % identisch und 95 %
ähnlich sind (Tabelle 18). Bei den Proteinen eukaryotischer Herkunft lässt sich ein Bereich am
N-Terminus nachweisen, der bei den Proteinen der Archae- und Eubakterien nicht vorhanden ist.
Diese variable N-terminale Sequenz ist nicht konserviert, besteht aber vorrangig aus hydrophilen
Aminosäureresten, während der konservierte C-terminale Bereich durch hydrophobe Bereiche
gekennzeichnet ist (Abbildung 12, Abbildung 13). Die hydrophoben Sequenzen stellen potenziell
membranspannende Helices dar und zeigen bei allen homologen Proteinen eine ähnliche
Anordnung, wie der Abbildung 13 zu entnehmen ist.
In Tabelle 18 sind die bisher bekannten homologen Proteine von Gpr1p zusammengefasst und
die Identität der Proteine zum Gpr1p aufgeführt. Dabei wurde zwischen der Identität über die
gesamte Proteinsequenz und der Identität nur zum hydrophoben Abschnitt der Sequenz
unterschieden. Es zeigt sich eine deutlich höhere Übereinstimmung der homologen Proteine,
wenn nur der konservierte hydrophobe Bereich im Alignment berücksichtigt wird.
Allen Proteinen gemeinsam ist ein hoch konserviertes Motiv, das durch die Konsensussequenz
N-P-[A/V]-P-[L/F]-G-L-x-[G/S/A]-F (Position 92-101) gekennzeichnet ist. Proteine, die dieses
Motiv enthalten, werden in den Datenbanken Interpro und Prosite (http://www.ebi.ac.uk bzw.
http://www.expasy.ch) unter der Bezeichnung „GPR1/FUN34/yaaH-family“ zusammengefasst.
Weitere hoch konservierte Motive sind F-Y-G-G-x2-Q-x2-A (Position 130-139), [E/G]-N-T-F-G
(147-151), S-Y-G-x-F-W (157-162) und Y-L-x2-W (195-199) (Abbildung 12).
Die Gpr1-Proteinsequenz wurde mit Hilfe des PROSCAN-Programms (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_prosite.html; PROSITE-Datenbank) auf mögliche
Modifizierungsstellen untersucht. Die Analyse ergab eine Reihe von potenziellen
Phosphorylierungs- und N-Myristylierungsorten sowie einen N-Glykosylierungsort, die in Tabelle
19 zusammengefasst sind. Der Proteinkinase C-Phosphorylierungsort T-L-K ist in allen
homologen Proteinen konserviert (Consensussequenz T-x-[R/K]). Ein Caseinkinase II-
Phosphorylierungsort, der dem Modifizierungsort im Gpr1p (S-Y-N-D) entspricht, ist auch beim
homologen Protein aus S. pombe (S-Y-D-D) nachweisbar. Der N-Glykosylierungsort ist beim
Fun34p aus S. cerevisiae konserviert.
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Tabelle 18: Homologe Proteine zu Gpr1p. n.b.1) vollständige Proteinsequenz nicht bekannt, aus
cDNA-Fragmenten abgeleitet, n.b.2) vollständige Proteinsequenz nicht bekannt, aus RST-
Fragmenten abgeleitet
Name des
Gens
Art Aminosäuren
(AS)
% identische
AS zu Gpr1p
% identische AS im
hydrophobem Bereich von
Gpr1p
GPR1 Yarrowia lipolytica 270 - -
YCR10C Saccharomyces cerevisiae 283 47 54
FUN34 Saccharomyces cerevisiae 282 47 55
YDR384C Saccharomyces cerevisiae 275 27 35
SPAC5D6 Schizosaccharomyces pombe 304 33 46
Saccharomyces bayanus 282 47 55
Saccharomyces exiguus n.b.2) - -
Kluyveromyces marxianus n.b.2) - -
Zygosaccharomyces rouxii n.b.2) - -
Pichia angusta n.b.2) - -
Pichia farinosa n.b.2) - -
Candida albicans 248 32 38
Metarhizium anisopliae n.b.1) - -
Pisolithus tinctorius n.b.1) - -
yaaH Escherichia coli 188 24 35
VC0770 Vibrio cholerae 197 23 32
Q9CKZ8 Pasteurella multocida 188 26 40
CAC23930 Sulfolobus solfataricus 192 24 37
AAK07605 Methanosarcina acetivorans 193 22 32
Y215 Methanobacterium
thermoautotrophicus
204 23 33
TA0420 Thermoplasma acidophilum 201 23 36
AV396800 Chlamydomonas reinhardtii n.b.1) - -
Ceratopteris reichardii n.b.1) - 36
L5204.4 Leishmania major 370 18 35
L3561.6 Leishmania major 303 21 35
Tabelle 19: Potenzielle Modifizierungsstellen des Gpr1-Proteins, die von der Modifizierung
betroffenen Aminosäuren sind fett dargestellt.
Modifizierung Position Motiv
74 - 76 S-R-KProteinkinase C-Phosphorylierung
194 - 196 T-L-K
17 - 20 S-G-S-DCaseinkinase II-Phosphorylierung
165 - 168 S-Y-N-D
Tyrosinkinase-Phosphorylierung 51 - 58 K-F-H-R-D-D-F-Y
N-Glykosylierung 219 - 222 N-T-V-Q
161 - 166 G-I-K-D-S-Y
225 - 230 G-T-A-I-G-G
230 - 235 G-G-W-L-G-I
N-Myristylierung
234 - 239 G-I-I-T-A-F
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Abbildung 12: Multiples Alignment der Aminosäuresequenz der Gpr1p-homologen Proteine.
Y.lipol.: Gpr1p von Y. lipolytica; S.cer1: Fun34p von S. cerevisiae; S.cer2: Protein YDR384Cp
von S. cerevisiae; S.pombe: Protein SPAC5D6p von Schizosaccharomyces pombe; C.albicans:
hypothetisches Protein von C. albicans; Leishmania: hypothetisches Protein L3561.6p von
Leishmania major; Methanob.: Protein Y215p von Methanobacterium thermoautotrophicus;
E.coli: hypothetisches Protein YAAHp von E. coli. Mit blauen Buchstaben wurden
Aminosäurereste gekennzeichnet, die zur Konsensussequenz beitragen, konservierte
Aminosäurereste sind rot dargestellt. $ ist L oder M; # ist N, D, Q, E, B oder Z.
M.
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0
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S. cerevisiae Q12359p
 III  IV II I  V  VI
-4
-2
0
2
4
E. coli
 II  III  IV  V  VI I
-4
-2
0
2
4 M. thermoautotrophicus
 II  III  IV  V  VI I
-4
-2
0
2
L. major
 I  III  IV  V  VI II
4
-4
-2
0
2
4
C. albicans
 II  III  I  IV  V  VI
-4
-2
0
2
4
S. cerevisiae FUN34p
 III II I  IV  V  VI
-4
-2
0
2
4
S. pombe
 II  III  I  IV  V  VI
-4
-2
0
2
4
1 51 101 151 201 251 301
Y. lipolytica
  VI V IVIIIIII
Abbildung 13: Hydrophobizität ausgewählter bekannter und hypothetischer Gpr1p-homologer
Proteine nach Kyte und Doolittle, 1982. Positive Werte stehen für hydrophobe, negative Werte
für hydrophile Bereiche. Die sechs möglichen membranspannenden Helices sind mit römischen
Ziffern gekennzeichnet.
3 Ergebnisse
65
3.4 Veränderung des N-terminalen Bereiches von Gpr1p durch Deletionen und
Punktmutationen
Ein auffälliges Merkmal des Gpr1p-Proteins ist der N-terminale hydrophile Bereich. Dieser
Bereich ist in allen homologen Proteinen, die bei Eukaryoten nachgewiesen wurden, vorhanden.
Bei prokaryotischen Gpr1p-Homologen fehlt er dagegen völlig (Abbildung 12 und Abbildung 13).
Dies legt die Vermutung nahe, dass dieser Bereich für den Transport des Proteins in Eukaryoten
an seinen Wirkort verantwortlich ist und eine Signalsequenz enthalten könnte. Mit Hilfe der im
Internet frei zugänglichen Datenbanken Expasy Proteomics Tools (http://www.expasy.ch/tools)
wurde die Proteinsequenz auf mögliche Lokalisierungssignale (Programm PSORTII) untersucht.
Das Gpr1p enthält ein mögliches ER-Retentionssignal am C-Terminus (F-V-K-K), andere
Signalsequenzen wurden nicht detektiert. Um zu überprüfen, ob der N-terminale Bereich
essentiell für die Lokalisierung und Funktion des Gpr1p ist, wurde dieser Bereich des Gpr1p
deletiert.
Das Plasmid pYLG3, welches das GPR1-Allel aus dem Stamm PO1d enthält, wurde für diese
Versuche verwendet (Klonierung siehe 2.6.16.2). Der N-terminale Bereich des Proteins wurde
durch Deletion der DNA-Sequenz im Bereich +4 bis +189 schrittweise bis zur Position G63
verkürzt (pYLG3-dX). Weiterhin wurden Punktmutationen eingefügt, um die Funktion einzelner
Aminosäurereste im Gpr1p zu untersuchen (pYLG3-mX). Die Plasmide pYLG3-M1, -M2, -M3, -
M4 und –M5 enthalten Punktmutationen und wurden von M. Gentsch zur Verfügung gestellt. Die
Y. lipolytica-Stämme PO1d und PO1d∆GPR1 wurden mit diesen Plasmiden transformiert. Der
Stamm PO1d∆GPR1 enthält das mit dem URA3-Markergen zerstörte GPR1-Allel und wurde als
Rezipientenstamm genutzt, um dominante Effekte durch das chromosomal codierte GPR1-Allel
auszuschließen. Das Wachstum der Transformanden wurde auf Minimalmedium mit Glucose,
Glucose/Acetat bzw. Acetat untersucht. Die N-terminalen Veränderungen in der Gpr1-
Proteinsequenz und ihre Auswirkungen auf die Acetatverwertung sind in Abbildung 14 und
Tabelle 20 zusammengefasst.
Die Deletionen in den Plasmiden pYLG3-d1, -d2, -d3, -d4, -d5 und -d6 umfassen verschiedene
Bereiche des N-Terminus bis einschließlich der Position G62. Alle Deletionen zeigen einen
dominanten Effekt auf die Sensitivität der Zellen gegenüber Acetat, wodurch das Wachstum der
Transformanden auf Medium mit Acetat/Glucose oder Acetat nicht möglich ist.
Da drei der vier trans-dominanten Mutationen von Gpr1p im Bereich G62 bis L65 liegen (vgl.
Abbildung 8), scheint dieser Bereich für die Funktion des Gpr1p wesentlich zu sein. In den
Deletionskonstrukten pYLG3-d1 bis –d6 wurden immer auch die Aminosäurereste F61 und G62
deletiert, der Effekt der Acetatsensitivität könnte also nur durch diese Deletion verursacht
werden. Deshalb wurden die Plasmide pYLG3-d1A und -d2A hergestellt, die den Konstrukten
pYLG3-d1 und -d2 entsprechen, aber G62 wieder enthalten. Transformanden, die diese Plasmide
tragen, wachsen gleichfalls nicht auf acetathaltigen Medien. Erst durch Einfügen des F61
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(Plasmid pYLG3-d1B und pYLG3-d2B) wird der dominante Effekt wieder aufgehoben und ein
Wachstum der Transformanden auf acetathaltigen Medien ist möglich. Das Wachstum ist aber im
Vergleich zu Transformanden mit dem Ausgangsplasmid pYLG3 deutlich verlangsamt. Die
Ursache dafür ist nicht bekannt. Wird nur F61 deletiert (pYLG3-d7) zeigen die Transformanden
kein Wachstum auf acetathaltigen Medien. Wird der Phenylalaninrest an Position 61 gegen den
strukturell ähnlichen Tyrosinrest (Y61) ausgetauscht, hat das auf die Essigsäuresensitivität keinen
Einfluss. Wird dagegen ein polarer, negativ geladener Glutamatrest (E61) eingefügt, können die
Zellen nicht auf Acetat wachsen.
Im hydrophilen Bereich des Gpr1p wurden zwei mögliche Phosphorylierungsorte nachgewiesen
(siehe 3.2.3), ein Tyrosinkinasemotiv (K51-F-H-R-D-D-F-Y58) und ein Serinkinasemotiv (S74-R-K).
Um zu überprüfen, ob die Phosphorylierung an einem dieser Motive eine Rolle bei der Gpr1p-
Funktion spielt, wurden die phosphorylierbaren Aminosäurereste (Y58 bzw. S74) mutiert. Die
Veränderung der Aminosäurereste zeigte in keinem Fall eine Wirkung, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass eine Phosphorylierung des Proteins an den Positionen 58 bzw.
74 für das Wachstum auf glucose- und acetathaltigen Medien nicht nötig ist. Die Verwendung der
Stämme PO1d (Tabelle 20) und PO1d∆GPR1 (Abbildung 14) als Rezipienten für die Plasmide
erbrachte keine Unterschiede.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass der N-terminale Bereich des Gpr1p bis einschließlich
Position A60 für die Lokalisierung und Funktion des Proteins nicht essentiell ist. Dabei wurde von
der Annahme ausgegangen, dass das Gpr1-Protein korrekt lokalisiert werden muss, um den
dominanten Effekt der Essigsäuresensitivität zu verursachen. Wird der hydrophile Bereich bis zur
Position A60 (pYLG3-d1B) entfernt, wird das Wachstum der Transformanden auf acetathaltigem
Medium zwar verringert, aber nicht inhibiert. Eine wesentliche Bedeutung für die Funktion des
Gpr1p scheint der Sequenzbereich F61 bis L65 zu haben, da Mutationen in diesem Bereich zur
dominanten Essigsäuresensitivität führen. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass eine
Phosphorylierung an den möglichen Phosphorylierungsorten der Tyrosinkinase (Y58) und der
Proteinkinase C (S74) für das Wachstum auf Acetat oder Glucose nicht nötig ist.
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Tabelle 20: N-terminale Veränderungen und ihre Auswirkungen in der Proteinsequenz. Die
Plasmide wurden in den Stamm Y. lipolytica PO1d transformiert und das Wachstum der
Transformanden auf glucose- und acetathaltigem Medium überprüft.
Wachstum der PO1d-
Transformanden aufN-terminale Deletionen (-------)
und Mutationen
Plasmidname
resultierende
Aminosäure-
sequenz MG-Ura MA-Ura
pYLG3 (wt) A60F61G62G63 + +
pYLG3-d1 M1N2T3 -G63 + -
pYLG3-d6 N16S17 -G63 + -
pYLG3-d5 H26D27 -G63 + -
pYLG3-d4 I35R36 -G63 + -
pYLG3-d3 Y44I45 -G63 + -
pYLG3-d2 H53R54 -G63 + -
pYLG3-d1A M1 -G62G63 + -
pYLG3-d2A R54 -G62G63 + -
pYLG3-d1B M1 -F61G62G63 + +
nach 2 Tagen
pYLG3-d2B R54 -F61G62G63 +
+
nach 2-3 Tagen
pYLG3-d7 A60 -G62G63 + -
pYLG3-m61A F61→Y61 + +
pYLG3-m61B F61→E61 + -
pYLG3-m58 Y58→F58 + +
pYLG3-M5 Y58→E58 + +
pYLG3-M1 S74→G74 + +
pYLG3-M2 S74→Q74 + +
pYLG3-M3 S74→H74 + +
pYLG3-M4 S74→D74 + +
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-d1 d2B
-1A -d3
-d1B -d4
-d2 -d5
-d2A -d6
-d7 M1
-m58 -M2
-M5 -M3
-m61A -M4
-m61B pINA
237
Glucose Acetat/Glucose AcetatPO1d∆GPR1
Abbildung 14: Wachstum von Y. lipolytica PO1d∆GPR1, transformiert mit Plasmiden des Typs
pYLG3-X mit N-terminalen Veränderungen in Gpr1p auf verschiedenen Medien (MG, MGA, MA,
2 Tage nach Beimpfung). Als Positivkontrolle wurde der Stamm PO1d∆GPR1/pINA237
mitgeführt.
3.5 Effekte von hoher und schwacher Expression des GPR1-Gens sowie der
Genzerstörung auf den Phänotyp von Yarrowia lipolytica
Es wurden unterschiedliche Konstrukte hergestellt, um zu überprüfen, ob durch die veränderte
GPR1-Expression phänotypische Effekte nachweisbar sind.
3.5.1 Überexpression des GPR1-Gens unter Kontrolle des POT1-Promotors von
Yarrowia lipolytica
Da bei Y. lipolytica keine multi-copy-Plasmide wie das 2µ-Plasmid bei S. cerevisiae zur
Verfügung stehen, sollte die Überexpression des GPR1-Gens durch Klonierung unter Kontrolle
eines starken Promotors erreicht werden. Durch Berninger et al. (1993) wurde das POT1-Gen,
das für die peroxisomale 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase codiert, aus Y. lipolytica kloniert und
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charakterisiert. Das POT1-Gen ist zum Wachstum auf Ölsäure essentiell und die Expression wird
durch Ölsäure im Medium stark induziert. Durch Juretzek et al. (2000) wurden verschiedene
induzierbare Promotoren aus Y. lipolytica durch Fusion mit dem lacZ-Gen aus E. coli und
Messung der ß-Galactosidase-Aktivität in ihrer Stärke verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass
der POT1-Promotor neben dem POX2-Promotor (POX2 codiert für Acyl-CoA-Oxidase) und dem
ICL1-Promotor (ICL1 codiert für Isocitratlyase) einer der stärksten zur Zeit verfügbaren
Promotoren aus Y. lipolytica ist. Für den POT1-Promotor wurde eine hohe Induktion der lacZ-
Expression vom single-copy ins Genom integrierten Expressionsplasmid durch Ölsäure (600 bis
800 MU) und Ricinolsäuremethylester (2000 bis 4000 MU) sowie durch Hexadecan und Dodecan
(Plattentest) nachgewiesen. Keine oder eine geringe Expression erfolgte auf Glucose, Glycerol
oder Ethanol.
Durch Fusion des GPR1-ORF an den POT1-Promotor sollte überprüft werden, ob eine
Überexpression unter Kontrolle des POT1-Promotors zu phänotypischen Effekten führt. Dazu
war es nötig, zu überprüfen, ob die Mutantenstämme Ölsäure und Acetat gemeinsam verwerten
können, da Mutantenstämme auf Ölsäure als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen
können und keine der zellmorphologische Veränderungen, die auf glucosehaltigem Medium
nachweisbar waren, zeigen (1.8.2). Wird Acetat dem Ölsäure-Medium zugefügt, können
Mutantenstämme B204-12C-112 und B204-12C-156 nicht mehr wachsen, der Effekt der
Essigsäuresensitivität ist also auch auf Ölsäure/Acetat-Mischmedium dominant. Die Konstruktion
der Plasmide pYLP2 und pYLP3, die GPR1-Allele unter Kontrolle des POT1-Promotors
enthalten, wird in Kapitel 2.6.16.1 beschrieben. Die Plasmide wurden in Y. lipolytica PO1d und
PO1d∆GPR1 (siehe 3.5.3) transformiert und das Wachstum der Transformanden auf den Medien
MG-Ura, MGA-Ura, MA-Ura, MO-Ura und MOA-Ura kontrolliert. Es wurde überprüft, dass auf
Medium mit Ölsäure und Ölsäure/Acetat der POT1-Promotor angeschaltet wird (lacZ-
Reportergen-Assay, Daten nicht gezeigt). Durch die Transformation in die beiden
Rezipientenstämme wurde eine Variation der Expressionshöhe erreicht, da im Stamm PO1d die
chromosomale Kopie des GPR1-Gens unter Kontrolle des authentischen GPR1-Promotors
exprimiert wird. Im Stamm PO1d∆GPR1 ist die chromosomale Kopie des GPR1-Gens dagegen
zerstört und die Expression des Gpr1p erfolgt nur vom Plasmid. In Abbildung 15 ist das
Wachstum der Transformanden auf verschiedenen Kohlenstoffquellen dargestellt. Die auf der
rechten Seite dargestellten Expressionshöhen des GPR1-Gens wurden aus den lacZ-
Reportergen-Versuchen unter Kontrolle des GPR1B-Promotors (3.6.3.4) und des POT1-
Promotors (Juretzek et al., 2000) abgeschätzt.
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Abbildung 15: Wachstum von Transformanden der Stämme PO1d und PO1d∆GPR1 mit den
Plasmiden pYLP3 (Wildtyp-GPR1) und pYLP2 (GPR1-1) auf verschiedenen Medien. In der
Tabelle ist die Expressionshöhe der GPR1-Allele in Abhängigkeit vom Medium angegeben.
Dabei stehen schwarze Symbole für die Expression vom chromosomalen GPR1-Allel. Blau
hervorgehobene Symbole kennzeichnen die GPR1-Expression unter Kontrolle des POT1-
Promotors vom Plasmid. Transformanden mit dem Plasmid pINA237 wurden als Kontrolle
mitgeführt.
Mit dem Versuch sollten zwei Fragen untersucht werden:
1. Hat die Überexpression des GPR1-Wildtypgens phänotypische Effekte auf die
Transformanden? und
2. Welchen Einfluss hat die Expressionshöhe des mutierten GPR1-Alleles auf den Phänotyp?
Zum ersten Punkt wurde das Wachstum der Transformanden mit den Plasmiden pINA237
(Kontrolle) und pYLP3 auf verschiedenen Kohlenstoffquellen verglichen. Das Wachstum der
Transformanden auf Ölsäure- und Ölsäure/Acetat-Medium, auf dem der POT1-Promotor stark
aktiviert wird, ändert sich im Vergleich zum Kontrollstamm PO1d/pINA237 nicht. Zur Klärung der
zweiten Frage wurden Transformanden mit dem Plasmid pYPL2, welches das GPR1-1-Allel
unter Kontrolle des POT1-Promotors enthält, genutzt. Erwartungsgemäß können die
Transformanden auf Ölsäure/Acetat-Medium nicht wachsen, da das mutierte GPR1-Allel stark
exprimiert wird. Interessant ist, dass auch auf Acetat- und Acetat/Glucose-Medium, wo der
POT1-Promotor nur minimal aktiv ist, die Essigsäuresensitivität der Transformanden erhalten
bleibt. Keine Unterschiede zum Kontrollstamm wurden bei Kultivierung auf Glucose und Ölsäure
festgestellt. Weiterhin zeigte sich, dass keine Unterschiede im Wachstum der Transformanden
nachweisbar waren, wenn die Plasmide in die Stämme PO1d und PO1d∆GPR1 transformiert
wurden.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass keine phänotypischen Effekte bei
Überexpression des GPR1-Gens auftreten und der Effekt der Essigsäuresensitivität von der
Konzentration des mutierten Proteins und dessen Verhältnis zum Wildtyp-Protein unabhängig ist.
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3.5.2 Einfluss der schwachen Expression von GPR1-Allelen auf den Phänotyp
Die Analyse der Expressionshöhe des heterologen lacZ-Gens unter Kontrolle der Promotoren
GPR1A (Ylt1-zerstört) und GPR1B (authentischer Promotor) ergab deutliche Unterschiede (siehe
3.6.3.1). Durch den Promotor GPR1A erfolgt nur eine minimale Expression (2-4 MU), dagegen
exprimiert der Promotor GPR1B in Abhängigkeit von der Kohlenstoffquelle ca. 100fach stärker
(100 bis 300 MU). Ausgehend von diesen Ergebnissen sollten die Plasmide pYLD103 (GPR1-1),
pYLD203 (GPR1-2) und pYLD303 (GPR1-Wildtyp), die GPR1-Allele enthalten, die unter
Kontrolle des Promotors GPR1A stehen, in den Y. lipolytica Stamm PO1d transformiert werden.
Weiterhin wurden die Plasmide pYLG2 (GPR1-2) und pYLG3 (GPR1-Wildtyp), die GPR1-Allele
unter Kontrolle des GPR1B-Promotors enthalten, in den Stamm PO1d transformiert. Da im
Stamm PO1d das GPR1-Gen unter Kontrolle des Promotors GPR1B steht, wird Gpr1p von der
chromosomalen Kopie stark exprimiert. Im Gegensatz dazu steht die schwache Expression der
GPR1-Allele vom Plasmid. Das Wachstum der Transformanden wurde auf den Medien MG-Ura,
MA-Ura und MGA-Ura getestet (Tabelle 21).
Tabelle 21: Wachstum von Transformanden des Stammes Y. lipolytica PO1d mit ausgewählten
Plasmiden im Plattentest
Wachstum der Transformanden aufTransformanden
mit dem Plasmid
Charakteristik
MG-Ura MA-Ura MGA-Ura
pYLD103 pGPR1A GPR1-1 ++ - -
pYLD203 pGPR1A GPR1-2 ++ - -
pYLD303 pGPR1A GPR1, Kontrolle ++ + ++
pYLG2 pGPR1B GPR1-2 ++ - -
pYLG3 pGPR1B GPR1, Kontrolle ++ + ++
Die Ergebnisse zeigen, dass unabhängig von der Art der verwendeten Promotorvariante, der
Effekt der Essigsäuresensitivität bei allen Transformanden mit GPR1d-Allelen vorhanden ist und
keine Unterschiede im Wachstum festzustellen waren. Das heißt, dass auch eine minimale
Konzentration an mutiertem Gpr1-Protein in einem Stamm mit hoch exprimiertem Wildtyp-Gpr1p
(Transformande PO1d/pYLD103 und PO1d/pYLD203) einen dominanten Effekt auf die
Acetatverwertung hat. Diese Ergebnisse bestätigen die Befunde, die bei Expression des GPR1-
Gens unter Kontrolle des POT1-Promotors bei Kultivierung auf Acetat und Glucose/Acetat erzielt
wurden (siehe 3.5.1).
3.5.3 GPR1-Genzerstörung
Wie gezeigt, können Mutationen im GPR1-ORF drastische Auswirkungen auf die Verwertung von
Acetat und Ethanol als C-Quelle haben und zu einer hohen Sensitivität gegenüber Essigsäure im
Nährmedium führen. Es stellte sich die Frage, ob das GPR1-Gen für ein essentielles Protein
codiert. Diese Frage sollte durch eine Zerstörung des GPR1-Gens im Genom beantwortet
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werden. Dazu wurde das Plasmid pGPD2 (vgl. Abbildung 11), das das GPR1-Allel aus dem
Stamm PO1d enthält, mit den Enzymen NcoI und XhoI geöffnet und mit Klenow-Polymerase und
Phosphatase (CIAP) behandelt (Erzeugung von nicht religierbaren glatten Enden). Das URA3-
Gen von Y. lipolytica wurde aus dem Plasmid pINA443 durch Restriktion mit SalI gewonnen. Das
1,7 kb große Fragment wurde mit Klenow-Polymerase behandelt und in den oben genannten
Vektor ligiert. Im entstandenen Plasmid pGPD-dUra1 (Anlage 10) wurden dadurch 352 bp des
GPR1-ORF´s deletiert (Position –46 bis +305) und durch das Auxotrophiemarkergen URA3
ersetzt. Die entstandene Genzerstörungskassette wird in Abbildung 16 dargestellt.
GPR1terpGPR1B∆
GPR1, 3651 bp  
pGPR1B
GPR1-Genzerstörungskassette, 5017 bp  
BglII, 717 ClaI, 1240
NcoI, 2608
GPR1 GPR1ter
BamHI XhoI, 2960 HindIII, 3651
BglII, 717 ClaI, 1240 SalI, 2618
URA3 ∆gpr1
BamHI HindIII, 5017NcoI, 4194
Abbildung 16: Konstruktion der GPR1::URA3-Kassette zur Genzerstörung: Das URA3-
Markergen wurde aus dem Plasmid pINA443 isoliert (SalI), mit Klenow-Polymerase behandelt
und in das NcoI/XhoI verdaute und mit Klenow-Polymerase behandelte Plasmid pGPD2 inseriert.
Das Plasmid pGPD-dUra1 wurde mit BamHI und HindIII verdaut und die 5,0 kb große
Genzerstörungskassette isoliert. Mit diesem Fragment wurde der leucin- und uracilauxotrophe
Stamm PO1d integrativ (2.6.12.3) transformiert und die Transformanden auf Minimalmedium mit
Glucose und Leucin selektiert. Der Nachweis der Genzerstörung erfolgte mittels Southern-
Hybridisierung. Dazu wurde von 17 Transformanden genomische DNA isoliert und mit BglII und
HindIII verdaut. Es wurde ein Southern-Blot mit der GPR1-Sonde bzw. der URA3-Sonde beprobt.
Positive Transformanden zeigen ein GPR1-Signal bei 4,3 kb (Abbildung 17 A, vgl. Abbildung 16),
während das Signal des nicht zerstörten GPR1-Gens bei Stamm PO1d bei 3,4 kb liegt.
Bei 7 von 17 Transformanden (Bahn 1, 2, 7, 12 bis 15) ist neben der Bande für das nicht
zerstörte GPR1-Gen mit 3,4 kb eine zweite Bande unterschiedlicher Größe zu erkennen. Dies
zeigt, dass die Genzerstörungskassette offensichtlich heterolog in das Genom integriert wurde.
Bei Beprobung mit der URA3-Sonde (Abbildung 17 B) konnte bei den Banden 3 bis 6, 8 bis 11,
16 und 17, die in Abbildung 17 A das Signal für das zerstörte GPR1-Gen zeigten, neben den für
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den Stamm PO1d charakteristischen Banden, das zusätzliche URA3-Signal bei 4,3 kb
nachgewiesen werden. Dieses stimmt mit dem Signal bei Abbildung 17 A überein und stellt das
zerstörte GPR1-Fragment dar. Das für die heterologe Integration der Genzerstörungskassette
typische zweite Signal ist auf den Bahnen 1, 2, 7, 12 bis 15 nachweisbar und stimmt gleichfalls in
der Größe mit den Signalen in Abbildung 17 A überein. Die Doppelbande für das URA3-
Markergen (Abbildung 17 B), die in allen Stämmen nachweisbar ist, wird durch die Insertion des
SUC2-Gens in das URA3-Gen verursacht (Barth und Gaillardin, 1996; Herstellung von Stämmen
mit nicht revertierenden Auxotrophiemarkern).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
23130
9416
6557
4361
2322
2027
B)
A)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
23130
9416
6557
4361
2322
2027
Abbildung 17: Southern-Blot zum Nachweis der Integration der Genzerstörungskassette
GPR1::URA3 in das GPR1-Gen des Stammes Y. lipolytica PO1d. Die genomische DNA wurde
mit BglII und HindIII verdaut. Als Sonde wurden (A) das 0,7 kb GPR1-Fragment (XhoI-HindIII)
aus pGPD2 und (B) das 1,7 kb URA3-Fragment (SalI) aus pINA443 genutzt. Auf den Bahnen 1
bis 17 ist genomische DNA selektierter Transformanden, auf Bahn 18 wurde Kontroll-DNA des
untransformierten Stammes PO1d aufgetragen.
Für alle weiteren Arbeiten wurde die Transformande Nr. 4 verwendet und der Stamm als
PO1d∆GPR1 bezeichnet. Mit der DNA dieser ausgewählten Transformande und dem nicht
transformierten Stamm PO1d wurde ein weiterer Southern-Blot durchgeführt, um das
Integrationsereignis genauer zu dokumentieren (Abbildung 18). Dazu wurde die DNA mit
verschiedenen Enzymkombinationen verdaut und der Blot mit den Sonden für das GPR1- und
das URA3-Gen beprobt. In Abbildung 18 (A) ist der Blot mit dem GPR1-Fragment als Sonde
dargestellt. Auf den Bahnen 1 bis 3 wurde die DNA der Transformande, auf den Bahnen 4 bis 6
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die DNA des Kontrollstammes PO1d aufgetragen. Der erste Restriktionsansatz (Bahn 1 und 4)
entspricht dem in Abbildung 17 gezeigten. Auf Bahn 2 und 5 wurde die DNA aufgetragen, die mit
der Enzymkombination HindIII/NcoI verdaut wurde. Die Signale bei 0,8 kb (Transformande) und
1,0 kb (Kontrollstamm) entsprechen den erwarteten Fragmenten. Ebenso wurden beim Verdau
mit der Enzymkombination HindIII/SalI die berechneten Fragmente von 4,1 kb für das unzerstörte
GPR1-Gen (Bahn 6) und 2,4 kb für das zerstörte GPR1 (Bahn 3) nachgewiesen.
(B)(A)  1   2    3    4   5   6
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 1    2    3    4    5   6
Abbildung 18: Southern-Blot zum Nachweis der GPR1-Genzerstörung im Stamm PO1d∆GPR1
(A) Sonde: GPR1-Fragment (XhoI-HindIII); (B) Sonde: URA3-Fragment (SalI); Bahn 1-3: Stamm
PO1d mit zerstörtem GPR1-Gen; Bahn 4-6: Kontrollstamm PO1d; die DNA wurde mit HindIII-
BglII (1, 4), HindIII-NcoI (2, 5), HindIII-SalI (3, 6) verdaut.
Im folgenden wurde mit einem Plattentest überprüft, ob das GPR1-Gen essentiell für das
Wachstum von Y. lipolytica auf acetathaltigem Medium ist (siehe 2.5.4). Dazu wurden
Tropfplatten (siehe 2.5.4) mit den Stämmen PO1d und PO1d∆GPR1 mit Glucose-, Acetat- und
Glucose/Acetat-Medium hergestellt. Beide Stämme konnten auf diesen Medien wachsen, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass das GPR1-Gen für das Wachstum auf Acetat nicht
nötig ist. Um zu prüfen, ob ein Unterschied in der Wachstumsrate bei verschieden hohen Acetat-
Konzentrationen vorliegt und somit die Toleranz gegen Essigsäure unterschiedlich ist, wurden
Schüttelkulturen der beiden Stämme angelegt und über eine Kultivierungszeit von 48 h die
Zelldichte durch OD-Messung bei 600 nm bestimmt. Es konnten keine Unterschiede in der
Essigsäuresensitivität nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde festgestellt, dass bei
Überimpfung des GPR1-zerstörten Stammes PO1d∆GPR1 von Glucose- auf Acetat-
Minimalmedium die Zellen langsamer anwachsen, bei Minimalmedium mit Glucose wurden keine
Unterschiede nachgewiesen (M. Gentsch, persönliche Mitteilung). Dies deutet auf eine Funktion
des GPR1-Gens bei der Adaptation an das Acetatmedium hin.
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3.6 Charakterisierung des authentischen Promotors pGPR1B
Im Verlauf der bisherigen Arbeiten wurden GPR1-Allele mit zwei verschiedenen
Promotorbereichen isoliert (3.2). Die GPR1-Allele aus dem Stamm B204-12C (GPR1A) und den
daraus abgeleiteten Mutanten enthalten einen durch das Retrotransposon Ylt1 zerstörten
Promotor. Dadurch ist dieser Promotor A nur bis zu Position –77 mit dem Promotorbereich aus
dem Stamm PO1d (GPR1B), der das Retrotransposon nicht enthält, identisch. Es sollte überprüft
werden, ob dieser kurze Promotorbereich die TATA-Box und den Transkriptionsstartpunkt enthält
und damit eine Transkription des GPR1-Alleles generell möglich ist. Weiterhin sollte die
Regulation der Promotoren A und B miteinander verglichen werden. Da die GPR1d-Mutanten
hoch sensitiv gegenüber niedrigen Konzentrationen an Essigsäure und Ethanol sind, auf
glucosehaltigem Medium aber nur schwache und auf ölsäurehaltigem Medium keine
phänotypischen Effekte nachweisbar waren, sollte die Regulation des Promotors durch
verschiedene Kohlenstoffquellen studiert werden.
3.6.1 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes
Zur Bestimmung des 5‘-Endes der mRNA wird gewöhnlich die Primer-Extension-Analyse
genutzt. Bei dieser Methode wird das Primer-Extension-Produkt gleichzeitig mit den Produkten
einer Sequenzierungsreaktion, die durch Nutzung eines Plasmides als DNA-Template mit dem
gleichen 5‘-Cy5-markierten Oligonucleotid hergestellt werden, gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Der Transkriptionsstartpunkt wird durch den Vergleich der Retentionszeit des Primer-Extension-
Produkts mit der Retentionszeit der Produkte der Sequenzierungsreaktion bestimmt. Im Falle des
GPR1-Gens wurden Zellen des Stammes PO1d, der mit dem autonom replizierenden Plasmid
pTSB1 transformiert wurde (PO1d/pTSB1), 6 h nach Induktion der GPR1-Expression mit
acetathaltigem Medium geerntet und die Gesamt-RNA sowie die mRNA-Fraktion isoliert. Die
Primer-Extension-Experimente wurden mit 15 µg Gesamt-RNA oder 2 µg mRNA durchgeführt.
Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 19 dargestellt. Als Negativkontrollen wurden
Versuchsansätze mit Gesamt-RNA aus dem GPR1-deletierten Stamm PO1d∆GPR1, RNaseA-
behandelter Gesamt-RNA aus PO1d/pTSB1 (Nachweis von DNA-Resten in der Probe) und ein
Versuchsansatz ohne Reverse Transkriptase (Hintergrundsignale) mitgeführt. Keine der
Kontrollreaktionen ergaben ein signifikantes Signal. Der Vergleich der Retentionszeit des
Hauptproduktes der Primer-Extension-Reaktion (Abbildung 19C) mit der Sequenzierungsreaktion
(Abbildung 19B) führte zum Transkriptionsstartpunkt an Position –34 des GPR1B-Promotors.
Weitere Startpunkte, die weniger bevorzugt waren, wurden an den Positionen –31 und -37
nachgewiesen. Dieses Ergebnis konnte in weiteren Versuchen reproduziert werden (Abweichung
+1/–2 Basen). Durch das im Internet zugängliche Programm Neural Network Promoter Prediction
(NNPP; Reese und Eeckman, 1995; http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl;) wurde
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die Position –35 des GPR1-Promotors als theoretischer Transkriptionsstartpunkt errechnet
(Abbildung 19A). Dieses Ergebnis stimmt mit dem experimentell gefundenen Bereich überein.
Damit konnte nachgewiesen werden, dass der Promotor GPR1A, der nur in 77 bp upstream vom
Startcodon des GPR1-Gens mit dem Promotor GPR1B übereinstimmt, den
Transkriptionsstartpunkt und die TATA-Box enthält und somit funktionell sein kann.
-71                                                                                    -35                -26
GGAATATATAAAACGCCAGATCGCCATGGAAATAACAACATCATCA
min 9698100102104106108
min 9698100102104106108
TGAATGGGGTTGATGATGTTGTTATTTCCATGG
ACTTACCCCAACTACTACAACAATAAAGGTACC
B) Sequenzierung
C) Primer-Extension
A) Theoretische Vorhersage
Abbildung 19: Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des GPR1-Gens mittels Primer-
Extension. A) Theoretische Vorhersage für den GPR1-Promotor (TATA-Box und
Transkriptionsstartpunkt fett und unterstrichen). B) Sequenzierungsreaktion mit Primer GPRext
und Plasmid pGPD2, das das GPR1-Gen enthält. C) Primer-Extension mit Primer GPRext und
15 µg Gesamt-RNA (blaue Kurve) aus Y. lipolytica PO1d/pINA237 (auf acetathaltigem Medium
kultiviert). Die rote Kurve zeigt das Signal der Kontrollreaktion mit RNaseA-behandelter Probe,
die grüne Kurve die Kontrollreaktion mit Gesamt-RNA des GPR1-deletierten Stammes
PO1d/∆GPR1. Die korrespondierende Base zum Hauptpeak des Primer-Extension-Produkts in
der Sequenzierungsreaktion (entspricht dem Transkriptionsstart) ist in der Sequenz fett
hervorgehoben.
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3.6.2 Sequenzanalyse
Mit Hilfe der im Internet zugänglichen Datenbanken ist es möglich, DNA-Sequenzen, die
Promotorelemente enthalten, näher zu charakterisieren. Die Programme MatInspector V2.2
(Quandt et al., 1995) und TESS ermöglichen in Verbindung mit der Transfac-Datenbank
(http://transfac.gbf.de bzw. http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331) eine Suche nach
Sequenzmotiven, die Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren darstellen können. Mit Hilfe
dieser Programme wurde der Promotorbereich des Promotors GPR1B von Position -700 bis -1
auf mögliche Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, die für Pilze spezifisch sind, untersucht. Es
wurde eine Reihe von Sequenzmotiven gefunden, die als Bindungsstellen für
Transkriptionsfaktoren in Frage kommen. Eine Auswahl ist in Abbildung 20 dargestellt. PACC
stellt eine mögliche Bindungsstelle für einen pH-abhängigen Regulator dar (Tilburn et al., 1995).
Weiterhin wurden zwei STRE-Motive (stress-response element, Schüller et al., 1994) und ein
HSF3-Motiv (Bindungsstelle für den Hitzeschockfaktor, Fernandes et al., 1994) gefunden, was
auf eine Stress-abhängige Regulation hinweist. Nicht nachgewiesen wurde ein Hap2/3/4/5-Motiv
(CCAAT-Box), das in den meisten eukaryotischen Promotoren präsent ist (Mantovani, 1998).
Zwei degenerierte Mig1p-Bindungsstellen (MIG1) befinden sich in den Bereichen -102 bis -116
und -360 bis -376 (Lundin et al., 1994; Nehlin und Ronne, 1990). Weiterhin wurde ein mögliches
CSRE-Motiv (carbon source responsive element, Consensussequenz CCRTYSRNCCG)
detektiert, das in der oben genannten Datenbank nicht aufgeführt ist (Schöler und Schüller,
1994). Es konnten drei Bindungsstellen für den Katabolitrepressor CreAp aus Aspergillus
nidulans nachgewiesen werden (Flipphi et al., 2000; Kulmburg et al., 1993). Überlappend mit
dem CSRE wurde ein Bindungsmotiv für den facB-Aktivator (FACB) aus Aspergillus nidulans mit
der Consensus-Sequenz TCC/GN8-10C/GGA gefunden (Todd et al., 1998; Todd et al., 1997). Im
Unterschied zu Aspergillus nidulans ist der interne Spacerbereich im GPR1B-Promotor 11 bp
lang. Das facB-Aktivatorprotein ist den transkriptionellen Aktivatoren Cat8p und Sip4p aus
S. cerevisiae, die an das CSRE-Motiv binden, sehr ähnlich. Die Motive MIG1, CSRE und FACB
weisen auf eine glucoseabhängige Regulation des Promotors hin.
-700 AGCCCGCACC GCTCGTAATT ACATGTGGAC ACTCTTGGGT GCGCCTTTCA
TCGGGCGTGG CGAGCATTAA TGTACACCTG TGAGAACCCA CGCGGAAAGT
-650 AAACAGGTTT CCCCAACATG AGAACTCAGT TGCCGCCAAG ACTGTAAAAG PACC
TTTGTCCAAA GGGGTTGTAC TCTTGAGTCA ACGGCGGTTC TGACATTTTC CREA (-)
-600 CCTAAACGGA ATAACCAAGA AATTATCCCT CTGCTATAGG CCGAATCAAA
GGATTTGCCT TATTGGTTCT TTAATAGGGA GACGATATCC GGCTTAGTTT
-550 GTTTTCCCCG GACGGATGGG ACTTATGGAT TATACGACTA TGGGTAGCGC CSRE (-)
CAAAAGGGGC CTGCCTACCC TGAATACCTA ATATGCTGAT ACCCATCGCG FACB
-500 GTAAGCTGAA GCCAAGGGGT AGTTCTCAAG AGAAAGAAAC TTGCAAGAAA STRE
CATTCGACTT CGGTTCCCCA TCAAGAGTTC TCTTTCTTTG AACGTTCTTT
-450 CACAAAACCA AGGGCGCACA CAAAGACAAA TCTGGCCTGG TGATGGAAGA
TGGTTTTGGT TCCCGCGTGT GTTTCTGTTT AGACCGGACC ACTACCTTCT
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-400 AATCAAACTA CTTTTTGTTG CAGTTCTTAA TTGTATGGGG TAGAAGAGAG MIG1
TTAGTTTGAT GAAAAACAAC GTCAAGAATT AACATACCCC ATCTTCTCTC
-350 GGTTAGAGAG AGGCTACTTT AAGGGCGGTG GGAACAGAAG CCTCCGATAT STRE
CCAATCTCTC TCCGATGAAA TTCCCGCCAC CCTTGTCTTC GGAGGCTATA HSF3  CREA
-300 AGCCAAGCCA ACCCGCCATT ATTTGTCTAT GTGACCCTGG CCACTGGATC PACC
TCGGTTCGGT TGGGCGGTAA TAAACAGATA CACTGGGACC GGTGACCTAG
-250 AGTCCTCTCC CCCCATACGA TACCATACTC TCCATCACTG GCAAAGTCGC
TCAGGAGAGG GGGGTATGCT ATGGTATGAG AGGTAGTGAC CGTTTCAGCG
-200 ATAACCAACA CTTATGCGTC TATGCACACA TTTTTACAAA GAAGCTAGTC
TATTGGTTGT GAATACGCAG ATACGTGTGT AAAAATGTTT CTTCGATCAG
-150 CCAACCGAAC TCAAAAAGTA AGATGCAGGA TGCATGATGT ATGGCGGGGT MIG1
GGTTGGCTTG AGTTTTTCAT TCTACGTCCT ACGTACTACA TACCGCCCCA CREA
-100 TAAATTTTGC AGATATCGGT CAGACATGTG GAATATATAA AACGCCAGAT TATA-Box
ATTTAAAACG TCTATAGCCA GTCTGTACAC CTTATATATT TTGCGGTCTA
-50 CGCCATGGAA ATAACAACAT CATCAACCCC ATTCACCCTC TTCTACAACC ATG Start GPR1
GCGGTACCTT TATTGTTGTA GTAGTTGGGG TAAGTGGGAG AAGATGTTGG TAG
Abbildung 20: Sequenz des GPR1B-Promotorbereiches bis Position -700. Mögliche
regulatorische Sequenzmotive sind farbig hervorgehoben. PACC: Motiv für den pH-abhängigen
Regulator PacC aus Aspergillus nidulans; CSRE (carbon source responsive element):
Bindungsstelle für Cat8p oder Sip4p aus S. cerevisiae; MIG1: Motiv für Mig1p aus S. cerevisiae;
HSF3: Motiv für Hitzeschockfaktor, STRE: stress-response element; CREA: Bindungsstelle für
den Katabolitrepressor CreAp aus Aspergillus nidulans; FACB: Bindungsstelle für das facB-
Aktivatorprotein aus Aspergillus nidulans. (-): das Motiv liegt in umgekehrter Orientierung vor.
3.6.3 Analyse von Expressionsstärke und Expressionsverlauf des GPR1-
Promotors mit Hilfe des Reportergens lacZ aus E. coli
3.6.3.1 Vergleich der Promotorvarianten A und B
Die Promotorsequenzen des GPR1-Gens in den Stämmen B204-12C und den daraus
abgeleiteten Mutanten (Promotorregion A, 1,1 kb, enthält Ylt1) und PO1d (Promotor B) sind bis
zur Position -77 vom Startcodon des GPR1-ORF identisch. Dieses kurze Fragment enthält die
mögliche TATA-Box und den Transkriptionsstartpunkt. Um die Promotoraktivitäten von pGPR1A
und pGPR1B zu bestimmen, wurden Expressionskassetten konstruiert, die das lacZ-Gen aus
E. coli als Reportergen enthalten. Die konstruierten Plasmide pTSA1 (pGPR1A-lacZ), pTSB1
(pGPR1B-lacZ) und pTSC1 (pGPR1B-GPR1-lacZ) wurden in den Y. lipolytica Stamm PO1d
transformiert (Abbildung 21). Jeweils zwei Transformanden wurden zur Messung der ß-
Galactosidase-Expression verwendet, die als spezifische ß-Galactosidase-Aktivität in Form von
Miller Units (siehe 2.7.4) bestimmt wurde.
Da die GPR1d-Mutanten eine hohe Sensitivität gegenüber Essigsäure und Ethanol im Medium
aufweisen, sollte untersucht werden, ob Acetat und Ethanol einen Effekt auf die Expression des
GPR1-Gens ausüben. Dazu wurden die Transformanden im Schüttelkolben kultiviert und die
Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle der Promotorvarianten A und B in Abhängigkeit von
den Kohlenstoffquellen Glucose, Acetat und Ethanol gemessen (siehe 2.5.2 und 2.7.4). Dabei
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wurden gravierende Unterschiede nachgewiesen (Abbildung 21). Während die Expression der
ß-Galactosidase vom Plasmid pTSA1, das im Promotorbereich das Retrotransposon Ylt1 enthält,
nur einen sehr niedrigen Grundwert von 2 bis 4 MU erreichte, war die Expression unter Kontrolle
von Promotorvariante B (Plasmide pTSB1 und pTSC1) davon vollkommen verschieden. Bei
Kultivierung der Transformanden PO1d/pTSB1 auf Minimalmedium mit Glucose wurde eine
ß-Galactosidase-Aktivität von 110 ± 10 MU gemessen, dagegen konnte eine zwei- bis dreifache
Erhöhung der Expression durch die Kohlenstoffquellen Acetat (293 ± 13 MU) und Ethanol
(227 ± 24 MU) nachgewiesen werden.
Die dritte Expressionskassette im Plasmid pTSC1, die eine Fusion des lacZ-Gens an den GPR1-
ORF enthält, zeigte ein ähnliches Expressionsverhalten wie beim Plasmid pTSB1. Die erreichten
Werte für die ß-Galactosidase-Aktivität waren im Kultivierungszeitraum von 4 bis 10 h aber 7 bis
22 % niedriger (Glucose: 87 ± 9 MU, Acetat: 275 ± 33 MU, Ethanol: 199 ± 13 MU).
Möglicherweise wird die Aktivität der ß-Galactosidase durch Lokalisierung des Gpr1-ß-
Galactosidase-Fusionsproteins in der Cytoplasmamembran (siehe 1.8.5) verringert. Das
Wachstum der Transformanden mit den beiden Plasmiden pTSB1 und pTSC1 unterschied sich
nicht (Werte nicht dargestellt). Da die Expressionswerte sich nicht deutlich voneinander
unterscheiden, kann davon ausgegangen werden, dass die Expression und der Turnover durch
das Gpr1p selbst nicht beeinflusst wird.
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Abbildung 21: Expression des lacZ-Reportergens unter Kontrolle der Promotorvarianten A und B
in Y. lipolytica PO1d. A) Aufbau der Expressionskassetten in den Plasmiden pTSA1, pTSB1 und
pTSC1. pGPR1A steht für Promotorvariante A (1,1 kb), die das Retrotransposon enthält;
pGPR1B für Promotorvariante B (1,9 kb), die aus dem Stamm PO1d isoliert wurde. GPR1ter
bezeichnet den GPR1-Terminator. B) Messwerte (Mittelwerte) der ß-Galactosidase-Aktivität nach
4-10 h Kultivierung auf den C-Quellen Glucose (MG-Ura), Acetat (MA-Ura) und Ethanol (ME-
Ura).
3.6.3.2 ß-Galactosidase-Expression der single-copy integrierten pGPR1B-lacZ-
Expressionskassette
Das Plasmid pINA237, das zur Konstruktion des Expressionsplasmides pTSB1 genutzt wurde, ist
ein low-copy Plasmid mit einer ARS18-Region, welche die autonome Replikation des Plasmides
in Y. lipolytica ermöglicht. Diese Plasmide kommen mit 1 bis 3 Kopien pro Zelle vor (Barth und
Gaillardin, 1996). Das kann im Fall des Plasmides pTSB1 zu einer Erhöhung der Messwerte
gegenüber einer Expressionskassette, die nur einmal im Genom vorkommt, führen. Deshalb
sollte überprüft werden, ob dieser Gendosiseffekt messbar ist und inwieweit die Messwerte bei
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single- und low-copy-Transformation differieren. Dazu wurde die pGPR1B-lacZ-
Expressionskassette in den integrativen Vektor pINA354b-ICL1 kloniert. Das Plasmid pTSB1-d2,
das die pGPR1B-lacZ-Expressionskassette enthält, wurde mit NotI und NruI verdaut und das
5,3 kb große Fragment gereinigt. Zur Herstellung des 4,6 kb großen Vektorfragmentes wurde
das Plasmid pINA345b-ICL1 mit ClaI geschnitten, mit Klenow-Polymerase behandelt und mit
NotI verdaut. Die Ligation der beiden Fragmente führte zu Plasmid pINA354b-GPR1 (Abbildung
22).
pINA354b-GPR1
9913 bp
NotI, 1
ClaI, 520
BamHI, 1938
SphI, 1970
HindIII, 1976
ClaI, 2800
SplI, 4848
SalI, 5200
NruI, 5287
ApaI, 6834
pGPR1B
lacZ
GPR1ter
LEU2
ampR
Abbildung 22: Plasmid pINA354b-GPR1, das zur homologen Integration der pGPR1B-lacZ-
Expressionskassette in das leu2-Markergen genutzt wurde.
Das Plasmid wurde mit ApaI im LEU2-Gen linearisiert und das Fragment zur homologen
integrativen Transformation in den partiell deletierten leu2-Locus von Y. lipolytica PO1d genutzt.
Die Transformanden wurden auf Minimalmedium mit Glucose und Uracil selektiert und zur
Überprüfung der Funktionalität der lacZ-Expressionskassette auf X-Gal-Minimalmedium mit
Glucose, Acetat oder Ethanol überführt. Von 56 getesteten Transformanden zeigten 50 eine
deutliche Blaufärbung auf allen Medien. Von 7 dieser Transformanden wurde genomische DNA
gewonnen und die Integration der Expressionskassette in das Genom mittels Southern-Blot
überprüft. Nur bei drei Transformanden konnte die homologe Integration in das leu2-Markergen
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), bei den anderen Transformanden wurde die
Expressionskassette heterolog integriert. Die Transformanden mit homolog integrierter
Expressionskassette wurden zur Messung der ß-Galactosidase-Expression auf den
Kohlenstoffquellen Glucose, Acetat und Ethanol verwendet. In Abbildung 23 sind die Messwerte
im Vergleich zu den ß-Galactosidase-Aktivitäten, die mit dem autonom replizierenden Plasmid
pTSB1 im Stamm PO1d erreicht wurden, dargestellt. Die Expressionswerte liegen in
Abhängigkeit vom Medium zwischen 61 und 76 % in Bezug auf die Werte, die mit dem Plasmid
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pTSB1 gemessen wurden. Die aus dem Verhältnis der ß-Galactosidase-Aktivitäten von autonom
replizierenden Plasmid und single-copy Expressionskassette berechnete Kopiezahl des
Plasmides pTSB1 liegt zwischen 1,3 und 1,6, was den Erwartungen entsprach. Damit sind die
Plasmide nutzbar für die Analyse der Promotorstärken. Durch die Nutzung der autonom
replizierenden low-copy Plasmide zur Bestimmung von Promotorstärken, kann die durch die
häufig stattfindende heterologe Rekombination sehr aufwendige Methode der integrativen
Transformation der Expressionskassetten in das Genom von Y. lipolytica umgangen werden.
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Abbildung 23: Vergleich der Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle des GPR1B-Promotors
bei Transformation mit dem autonom replizierenden low-copy Vektor pTSB1 und dem in den
leu2-Locus integrierten single-copy Vektor pINA354b-GPR1. Rechts sind die Messwerte
(maximale Expressionswerte nach 4 bis 10 h Kultivierung) mit Standardabweichung, die
prozentuale Höhe der erreichten ß-Galactosidase-Aktivitäten in Bezug zum Plasmid pTSB1 und
das Verhältnis der Expression von pTSB1 zu pINA354b-GPR1 dargestellt.
3.6.3.3 Einfluss von osmotischem Stress auf die Regulation des GPR1B-Promotors
Im Promotorbereich des GPR1B-Allels wurden Motive für eine mögliche stressinduzierte
Regulation nachgewiesen (siehe 3.6.2, STRE- und HSF-Elemente). STRE-regulierte Gene
können unter anderem durch Erhöhung der Osmolarität des Mediums (Osmostress) induziert
werden (Treger et al., 1998; Schüller et al., 1994). Um den Einfluss hoher Salzkonzentrationen
auf den pGPR1B-Promotor zu testen, wurde dem Medium (MG-Ura) 0,5 M bzw. 1 M KCl oder
NaCl zugesetzt und die ß-Galactosidase-Expression im Stamm PO1d/pTSB1 stündlich
gemessen. In Abbildung 24 sind die Mittelwerte der Messwerte (4-9 h Kultivierung,
Maximalexpression) dargestellt. Es ist kein signifikanter Anstieg der ß-Galactosidase-Aktivität
nachweisbar, der leichte Abfall der Aktivität bei 1 M Salzlösungen liegt im Bereich der
pTSB1
(pINA354b-
GPR1)
Medium
MU MU
%
Verhältnis der
Expression
pTSB1/
pINA354b-GPR1
MG-Ura 109±15 67±13 61 1,6
MA-Ura 293±32 206±18 70 1,4
ME-Ura 255±35 195±20 76 1,3
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Messwertschwankungen. Aufgrund der Ergebnisse wurde davon ausgegangen, dass der
GPR1B-Promotor nicht durch osmotischen Stress reguliert wird.
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Abbildung 24: Vergleich der ß-Galactosidase-Expression im Stamm PO1d/pTSB1 unter dem
Einfluss hoher Salzkonzentrationen. Die Zellen wurden in MG-Ura vorkultiviert und zur
Hauptkultur auf MG-Ura mit KCl bzw. NaCl umgesetzt. Die dargestellten Messwerte stellen
Mittelwerte aus zwei unabhängigen Versuchen dar und wurden von 4 bis 9 h Kultivierungszeit
aufgenommen.
3.6.3.4 Regulation des Promotors GPR1B durch die Kohlenstoffquelle
Im folgenden sollte die Regulation des Promotors GPR1B durch verschiedene Kohlenstoffquellen
im Medium analysiert werden (Abbildung 25). Der Stamm PO1d/pTSB1 wurde wie unter 2.5.2
beschrieben in Minimalmedium kultiviert und nach 4-10 h die Expression des lacZ-Gens
gemessen. Bei Einsatz von Minimalmedium ohne C-Quelle steigt die Expression von
ß-Galactosidase auf einen Wert von 220 MU an. Im Unterschied dazu wird bei Wachstum auf
Glucose, Glycerol und Ölsäure die Expression des lacZ-Gens auf Werte zwischen 43 und
130 MU reprimiert. Bei Kultivierung auf Acetat, Ethanol, Lactat und Pyruvat wird die Expression
auf 240 bis 293 MU erhöht. Dagegen wird durch Einsatz von Acetat/Glucose- und
Ethanol/Glucose-Mischmedium die Expression auf Werte reprimiert, die geringfügig unter den
Werten für die Expression auf Glucose allein liegen. Die Expression wird im Medium mit
Ölsäure/Acetat gegenüber der Expression auf Ölsäure nicht verändert, das heißt, dass Acetat
keinen reprimierenden oder aktivierenden Einfluss hat.
Da die Expression von ß-Galactosidase neben acetat-, ethanol-, lactat- und pyruvathaltigen
Medien auch bei Medium ohne C-Quelle gegenüber Glucose und Glycerol stark ansteigt, wird
angenommen, dass der GPR1-Promotor eher durch eine Derepression als durch eine Induktion
reguliert wird.
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Abbildung 25: Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle des GPR1B-Promotors im Stamm
PO1d/pTSB1 in Abhängigkeit von der C-Quelle im Medium. Es wurde die Maximalexpression
nach 4 bis 12 h Kultivierung aufgetragen.
Die beobachtete Glucoserepression auf Acetat/Glucose bzw. Ethanol/Glucose wurde im
folgenden Versuch detaillierter untersucht. Dazu wurde der Stamm PO1d/pTSB1 in
Minimalmedium mit Glucose, Acetat, Ethanol und Acetat/Glucose bzw. Ethanol/Glucose-
Mischmedium kultiviert und die ß-Galactosidase-Aktivität in Abhängigkeit von der
Kultivierungsdauer bestimmt (Abbildung 26). In glucosehaltigem Medium (1 % Glucose) wurde
eine maximale ß-Galactosidase-Aktivität von 120 MU gemessen. Dieser Wert blieb über die
Kultivierungsdauer von 12 h konstant. Durch Ethanol (Abbildung 26 A) und Acetat (Abbildung
26 B) wurde die Expression des lacZ-Gens innerhalb von 4 bis 6 h auf Werte von 250 bis
300 MU erhöht. Bei Kultivierung in Mischmedien mit 1 % Glucose und 0,4 % Acetat bzw. 1 %
Ethanol wurde eine ß-Galactosidase-Aktivität von 90 bis 100 MU gemessen. Dieser Wert liegt
geringfügig unter der für das Medium mit Glucose allein gemessenen Aktivität. Wurde im
Mischmedium 0,1 % Glucose eingesetzt, erfolgte erst nach deren vollständigen Verwertung
(nach 8 h, Kurven mit roten Dreiecken) eine Zunahme der lacZ-Expression. Wurde zu voll
induzierten Acetat/Ethanol-Kulturen 1 % Glucose zugegeben, konnte eine langsame Abnahme
der ß-Galactosidase-Aktivität über die folgenden Stunden beobachtet werden.
Zusammenfassend kann zum Einfluss der Kohlenstoffquelle auf die Regulation des GPR1B-
Promotors festgestellt werden, dass durch Glucose, Glycerol und Ölsäure eine Repression der
Expression erfolgt, die bei glycerolhaltigem Medium am stärksten ist. Die Repression kann nicht
durch gleichzeitige Gabe von Acetat oder Ethanol im Medium aufgehoben werden. Ist das
Medium glucosefrei (Minimalmedium ohne C-Quelle - Abbildung 25 und Mischmedium mit
Glucose/Acetat oder Glucose/Ethanol nach Glucoseverbrauch - Abbildung 26), erfolgt eine
Derepression der Expression. Durch Zugabe von Acetat und Lactat zum Medium erfolgt
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wahrscheinlich zusätzlich eine leichte Induktion des Promotors. Dieser Effekt ist auch bei
ethanol- und pyruvathaltigem Medium messbar, liegt aber noch innerhalb der
Messwertschwankungen, so dass die Signifikanz der Erhöhung nicht sicher ist.
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Abbildung 26: ß-Galactosidase-Expression unter Kontrolle des Promotors pGPR1B im Stamm
PO1d/pTSB1 in Abhängigkeit von der Kohlenstoffquelle im Medium (E: Ethanol; G: Glucose; A:
Acetat); A) ethanolabhängige Expression; B) acetatabhängige Expression. Die Zugabe von 1 %
Glucose zu voll induzierten Acetat- und Ethanol-Kulturen erfolgte nach 7 h.
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3.6.3.5 Promotordeletionen zur Detektion regulatorisch aktiver Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen
Mittels sukzessiver und interner Deletionen sollte der Promotorbereich des GPR1B-Gens aus
dem Stamm PO1d auf regulatorisch aktive Sequenzen analysiert werden. Die Klonierung der
Plasmide wurde im Kapitel siehe 2.6.16.4 beschieben. Zur Messung der Promotoraktivität der
verkürzten Promotoren wurden die Plasmide in den Stamm Y. lipolytica PO1d transformiert. Eine
Auswahl der Ergebnisse ist in der Abbildung 27 dargestellt, eine Zusammenstellung aller
Messwerte befindet sich in der Anlage 12.
Die Deletionskonstrukte bis zu einer Promotorlänge von 660 bp (pTSB1-d21) zeigen keinen
Abfall der ß-Galactosidase-Expression. Bis zu einer Promotorlänge von 567 bp (pTSB1-d33)
wurde ein Abfall der ß-Galactosidase-Aktivität bis zu 25 % der Ausgangsaktivität bei Stamm
PO1d/pTSB1 auf allen genutzten Medien festgestellt. Die Deletion weiterer 12 bp ergab eine
signifikante Verringerung auf 44 % der ß-Galactosidase-Aktivität bei glucosehaltigem Medium,
24 % bei acetathaltigem Medium und 43 % bei ethanolhaltigem Medium im Vergleich zum
Ausgangsplasmid pTSB1. Im Konstrukt pTSB1-d34 ist die Repression durch Glucose noch intakt
(Abbildung 28), da bei Einsatz eines Acetat/Glucose- bzw. Ethanol/Glucose-Mischmediums keine
Erhöhung der ß-Galactosidase-Aktivität über den Glucosewert hinaus nachweisbar ist. Eine
Deletion weiterer 18 bp (pTSB1-d29) zeigte eine leichte Verringerung der ß-Galactosidase-
Aktivitäten im Vergleich zum Konstrukt pTSB1-d34, wobei eine Erhöhung der Aktivität durch
Acetat oder Ethanol nicht mehr nachweisbar ist. Die Verkürzung des Promotors bis auf 481 bp
(pTSB1-d23) verursachte eine leichte Erhöhung der ß-Galactosidase-Aktivität auf 70-80 MU. Bei
einer Promotorlänge von 275 bp wird der GPR1B-Promotor nur noch schwach exprimiert
(20 MU).
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Abbildung 27: Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle des sukzessiv verkürzten GPR1-
Promotorbereiches aus dem Y. lipolytica-Stamm PO1d. Die ß-Galactosidase-Aktivität wurde bei
Wachstum der Transformanden auf den C-Quellen Glucose (MG-Ura), Acetat (MA-Ura) und
Ethanol (ME-Ura) bestimmt. Im Diagramm angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung
der Enzymaktivitäten von je zwei Transformanden, die aus mindestens zwei unabhängig
voneinander durchgeführten Versuchen berechnet wurden.
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Abbildung 28: Regulation der ß-Galactosidase-Expression unter Kontrolle von Promotorvarianten
des pGPR1B-Promotors in den Transformanden PO1d/pTSB1-d32, -d33 und -d34.
Erläuterungen vgl. Abbildung 27, MGA: Mischmedium Glucose/Acetat; MGE: Mischmedium
Glucose/Ethanol.
Um die oben dargestellten Ergebnisse zu überprüfen, wurden in der Region -615 bis -500 interne
Deletionen konstruiert (2.6.16.4). In Abbildung 29 ist die Expression von ß-Galactosidase in
Abhängigkeit dieser Promotorfragmente dargestellt. Die Deletion von 114 bp (pTSB1-d38)
verursachte eine stark verringerte Aktivität im Vergleich zum Ausgangsplasmid pTSB1. Eine
Verringerung der Deletion auf nur 33 bp (pTSB1-d39) in der gleichen Region zeigte ähnliche
ß-Galactosidase-Aktivitäten wie bei Konstrukt pTSB1-d38. Im Gegensatz dazu hat eine Deletion
von 19 bp (pTSB1-d37), die auch die 12 bp enthält, welche die Differenz zwischen den
Plasmiden pTSB1-d33 und -d34 (Abbildung 27) darstellt, die gleiche ß-Galactosidase-Expression
wie Plasmid pTSB1. Dieses Ergebnis zeigt, das diese 12 bp nicht essentiell für die Expression
des Promotors sind. Die Deletion von 14 bp (pTSB1-d40), die das CSRE (siehe 3.6.2) umfasst,
verursachte dagegen eine starke Verringerung der ß-Galactosidase-Aktivität auf 45 bis 52 MU.
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass das carbon source responsive element (CSRE) für die
Regulation des GPR1B-Promotors wesentlich ist. Für diesen Befund spricht auch die schwache
Expression von ß-Galactosidase bei Plasmid pTSB1-d39, da in diesem Konstrukt das CSRE
teilweise deletiert und somit nicht mehr funktionell ist. Allerdings sind andere Motive nicht
auszuschließen, die mit dem im Konstrukt pTSB1-d40 deletierten Bereich überlappen und deren
Funktion durch die Deletion zerstört wurde. Dieses Motiv müsste sich im Bereich von -529 bis
-551 befinden. Diesen Vorgaben entspricht das FACB-Bindungsmotiv (siehe 3.6.2), das im
Bereich -531 bis -547 liegt und damit als Regulationsmotiv, das dem CSRE ähnlich ist, in Frage
kommt. Weitere Regulationsmotive, die jedoch einen geringeren Einfluss auf die Expression
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haben, können sich im Bereich -650 bis -567 (Aktivierung) und -500 bis -481 (Repression)
befinden.
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Abbildung 29: Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle des GPR1B-Promotors in
Transformanden des Stammes PO1d mit den Plasmiden pTSB1-d37, -d38, -d39, -d40 mit
internen Deletionen. Die Transformanden wurden auf Minimalmedium mit Glucose (MG-Ura),
Acetat (MA-Ura) und Ethanol (ME-Ura) kultiviert und nach 4, 6 und 8 h wurden die ß-
Galactosidase-Aktivitäten gemessen. Im Diagramm angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichung der Enzymaktivitäten von je zwei Transformanden, die aus mindestens
zwei unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen berechnet wurden.
3.7 Gel Mobility Shift Experimente zur Detektion DNA-bindender Proteine
Zum Nachweis der Bindung von regulatorisch aktiven Proteinen an die DNA ist die bevorzugte
Methode der Gel Mobility Shift. Dazu werden DNA-Fragmente, die mögliche Bindungsstellen
enthalten, am 3‘-Ende markiert, mit dem Proteinextrakt oder gereinigten Protein unter geeigneten
Bedingungen inkubiert und auf einem nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Bindet ein Protein
an das markierte DNA-Fragment, so wird das Laufverhalten dieses Fragmentes im nativen Gel
verändert, es findet eine Bandenverschiebung (band shift) statt, der über die Markierung der
DNA sichtbar gemacht werden kann. Durch Zugabe von poly[d(A-T)] oder poly[d(I-C)] zu den
Reaktionsansätzen (unspezifische Kompetitor-DNA) wird die unspezifische Bindung von
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Proteinen verhindert. Die Spezifität der Bindung des Proteins an das DNA-Fragment wird durch
die Zugabe des nicht markierten DNA-Fragmentes im 100fachem Überschuss zum markierten
DNA-Fragment nachgewiesen. Die nicht markierte DNA wirkt als kompetitiver Inhibitor, wodurch
die Bandenverschiebung aufgehoben wird.
Um zu überprüfen, ob Proteine an die Region -485 bis -586 des GPR1-Promotors, die für die
volle Induktion benötigt wird, binden, wurden kurze DNA-Fragmente dieses Bereiches für Gel
Mobility Shift Experimente genutzt. Diese Fragmente waren zwischen 11 und 102 bp lang
(Tabelle 15, Abbildung 30). Zur Detektion möglicher Transkriptionsfaktoren wurden
Kernproteinextrakte aus glucose- und acetatkultivierten Zellen hergestellt und mit Hilfe des DIG
Gel Shift Kit der Fa. Roche Molecular Biochemicals Mannheim analysiert. Die Ergebnisse sind in
den folgenden Abbildungen dargestellt.
Fragment 2
Fragment 3
Fragment 4
Fragment 5
Fragment 6
Fragment 7
Fragment 8
Fragment 1
-586 -485
-485
-554
-485
-567
-485
-554
-538-572
-537
-527
-544 -527
-532-542
Abbildung 30: Übersicht über die zum Gel Mobility Shift verwendeten Fragmente
Im ersten Arbeitsabschnitt sollten die Signale, die durch Proteinextrakte glucose- und
acetatgewachsener Zellen verursacht werden, verglichen werden. Die Fragmente zeigten mit
beiden Proteinextrakten eine spezifische Reaktion (Abbildung 31). Zwischen den
Proteinextrakten aus glucose- und acetatgewachsenen Zellen konnten nur Unterschiede in der
Intensität der Banden festgestellt werden, aber nicht im Bandenmuster.
Das Fragment 1 ist mit 102 bp das längste der verwendeten Fragmente. Im Gel Mobility Shift
lassen sich mehrere Banden bei Inkubation mit den Proteinextrakten nachweisen. Diese Banden
sind auch bei Inkubation der Proteinextrakte mit dem Fragment 2 (83 bp) detektierbar. Bei
Inkubation der Proteinextrakte mit Fragment 5 (35 bp) sind zwei Banden nachweisbar. Diese
Banden können durch zwei verschiedene Proteine oder ein Protein, das entweder als Monomer
oder als Homomer bindet, verursacht werden. An das Fragment 4 (53 bp) bindet ein Protein. Da
die beiden DNA-Fragmente 4 und 5 einander nicht überlappen, wurde geschlussfolgert, dass
3 Ergebnisse
91
mindestens zwei Proteine detektiert wurden, die spezifisch an die Region -572 bis -485 binden.
Dieser Befund wurde durch die Ergebnisse mit den Fragmenten 1 und 2 unterstützt.
Fragment 1
     1         2         3        4         5
Fragment 2
    1        2         3        4          5
Fragment 5
    1        2        3       4         5
Fragment 4
   1        2         3        4         5
Abbildung 31: Gel Mobility Shift mit den Promotorfragmenten 1, 2, 4 und 5. Bahn 1: freie DIG-
markierte DNA; Bahn 2: markierte DNA mit 1 µg Proteinextrakt aus glucosekultivierten Zellen;
Bahn 3: wie Bahn 2, jedoch mit 100fachem molaren Überschuss unmarkierter spezifischer
Kompetitor-DNA; Bahn 4: markierte DNA mit 1 µg Proteinextrakt aus acetatkultivierten Zellen;
Bahn 5: wie Bahn 4, jedoch mit 100fachem molaren Überschuss unmarkierter spezifischer
Kompetitor-DNA. Fragment 1 und 2: 6 % PAA-Gel; Fragment 5: 8 % PAA-Gel; Fragment 4: 7 %
PAA-Gel.
Im zweiten Arbeitsabschnitt sollte die Proteinbindung bei Einsatz von Proteinextrakten
acetatgewachsener Zellen detailliert untersucht werden. Dazu wurden Gel Shift Experimente mit
den markierten Fragmenten 1, 2 und 3 mit verschiedenen nicht markierten Kompetitor-DNA-
Fragmenten durchgeführt. Ausgegangen wurde von der Annahme, dass nur die Kompetitor-DNA
die Bindung des Proteins zum markierten Fragment aufhebt und somit Banden im Gel Shift
unterdrücken kann, die auch die Bindungsstelle enthält. Bei Verwendung unterschiedlich langer
DNA-Fragmente als Kompetitor-DNA wurden die folgenden Ergebnisse erzielt.
Der Gel Shift Ansatz mit Fragment 1 (Abbildung 32) ergab mit Kernproteinextrakten
acetatkultivierter Zellen ein Bandenspektrum, das sowohl mit einem Überschuss an
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unmarkiertem Fragment 1 als auch mit Fragment 2 vollständig aufgehoben wurde. Das bedeutet,
dass alle Proteine, die an Fragment 1 auch an Fragment 2 binden. Im Bereich von -568 bis -586
binden somit keine Proteine.
Fragment 1
    1          2           3
Abbildung 32: Gel Mobility Shift mit Fragment 1 (6 % PAA-Gel); Bahn 1: markierte DNA mit 3 µg
Proteinextrakt acetatgewachsener Zellen; Bahn 2: Zusatz von Fragment 1 als Kompetitor-DNA;
Bahn 3: Zusatz von Fragment 2 als Kompetitor-DNA
Die Ergebnisse des Gel Shift Versuches der Fragmente 2 und 3 sind in Abbildung 33 dargestellt.
•  Die Reaktion des Fragmentes 2 mit 3 µg Proteinextraktes können 7 distinkte Banden
nachgewiesen werden (Abbildung 33 (A); Bahn 2). Durch Zugabe von unmarkiertem
Fragment 2 werden alle Banden unterdrückt, somit werden alle Banden durch eine
spezifische Bindung von Protein an die DNA verursacht. Wird dagegen Fragment 3 als
Kompetitor-DNA zugegeben (Bahn 4), werden die Banden III und V nicht aufgehoben. Diese
Banden müssen also durch ein oder zwei Proteine verursacht werden, die im Bereich -555
bis -567 binden. Wird das Fragment 5 als Kompetitor-DNA verwendet, werden die Banden III,
V und VII unterdrückt (Bahn 5). Die Proteine, die diese Banden verursachen, müssen also im
Bereich von -538 bis -572 binden. Nur eine Bande (VI) wird unterdrückt, wenn das
Fragment 4 als Kompetitor zugegeben wird, das heißt, ein Protein bindet im Bereich -485 bis
-537 (Bahn 6). Auf Bahn 7 wurde der Reaktionsansatz mit dem Kompetitor-Fragment 6
aufgetragen. Durch das 11 bp lange Oligonucleotid, das die Sequenz des möglichen CSRE
enthält, wird keine Bandenverschiebung aufgehoben.
•  In Abbildung 33 (B) sind die Gel Mobility Shifts des markierten Fragmentes 3 dargestellt. Auf
Bahn 2 wurde die Reaktion des Fragmentes mit 3 µg Proteinextrakt aufgetragen. Im
Vergleich zum Fragment 2 (Abbildung 33 (A); Bahn 2), fehlen die Banden III und V. Diese
Bandenverschiebungen müssen demzufolge von einem oder zwei Proteinen verursacht
werden, die im nicht überlappenden Bereich der Fragmente 2 und 3 (-555 bis -567) liegen.
Dieses Ergebnis wurde auch schon mit dem markierten Fragment 2 erzielt (Abbildung 33 (A);
Bahn 4). Alle Banden werden durch eine spezifische Bindung von Protein an die DNA
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verursacht, da sie durch Zugabe des unmarkierten Fragmentes 3 vollständig aufgehoben
werden (Bahn 3). Wird das Fragment 5 als Kompetitor verwendet, fehlt im Gel Shift nur die
Bande VII. Bei Einsatz von Fragment 4 wird die Bande VI unterdrückt, durch das Fragment 6
ist kein kompetitiver Effekt nachweisbar. Auch diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten
aus Abbildung 33 (A) überein.
•  In beiden Gel Shifts sind 3 Banden detektierbar (I, II und IV), die nicht durch die Kompetitor-
Fragmente 4, 5 und 6 aufgehoben werden. Die Fragmente 4 und 5 überlappen einander nicht
(Abbildung 30), aber decken den gesamten Bindungsbereich der genutzten markierten
Fragmente 2 und 3 ab. Das Fragment 6 überlappt mit beiden Fragmenten, ist aber auch nicht
in der Lage die Bandenverschiebung zu unterdrücken. Daher kann die Bindungsstelle für das
Protein, das diese Banden verursacht, nur in einem Bereich liegen, der größer als das
verwendete Fragment 6 ist und mit allen drei verwendeten Kompetitor-DNA-Sequenzen
überlappt (Bindungsbereich ist größer als Bereich von -532 bis -542).
(A)  Fragment 2  (B)  Fragment 3  
  1        2       3       4         5         6        7 1        2       4        5        6        7
VII
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V
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IV
freie DNA
Abbildung 33: Gel Mobility Shift mit Promotorfragment 2 und 3 und verschiedenen Kompetitor-
DNA-Fragmenten (4,5 % PAA-Gel). Bahn 1: freie markierte DNA; Bahn 2: markierte DNA mit
3 µg Proteinextrakt acetatkultivierter Zellen; Bahn 3: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren
Überschuss des unmarkierten Fragmentes 2; Bahn 4: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren
Überschuss des unmarkierten Fragmentes 3; Bahn 5: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren
Überschuss des unmarkierten Fragmentes 5; Bahn 6: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren
Überschuss des unmarkierten Fragmentes 4; Bahn 7: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren
Überschuss des unmarkierten Fragmentes 6.
Die Proteinbindung, die in Abbildung 33 die Banden I, II und IV verursachte, wurde durch ein
weiteres Gel Mobility Shift Experiment noch einmal detaillierter untersucht (Abbildung 34). Dabei
kamen neben dem 11 bp großen CSRE-haltigen Fragment 6 noch zwei weitere längere
Fragmente (7 und 8) zum Einsatz. Diese Fragmente enthalten einen größeren mit den
Fragmenten 4 und 5 überlappenden Bereich. Dabei umfasst das Fragment 7 die Sequenz des in
Kapitel 3.6.2 beschriebenen FACB-Bindungsmotives. Die Nummerierung der Banden wurde
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analog der Abbildung 33 vorgenommen. Bis auf die Bande VII sind bei Einsatz des markierten
Fragmentes 3 und 3 µg Proteinextrakt acetatgewachsener Zellen (Bahn 2) die Banden aus
Abbildung 33 (B) reproduzierbar. Es sind einige schwächere Banden detektierbar, die aber in die
Auswertung nicht einbezogen wurden. In Bahn 3 wurde der Ansatz mit dem Kompetitor-
Fragment 3 aufgetragen. Es zeigt sich eine vollständige Unterdrückung der Banden, demzufolge
erfolgen alle Bandenverschiebungen durch die spezifische Bindung von Proteinen. Wird das
Fragment 7 zugegeben, erfolgt eine Unterdrückung der Banden I, II und IV, die Bande VI bleibt
erhalten. Die Banden I, II und IV werden demzufolge durch Proteinbindung im Bereich -527 bis
-554 hervorgerufen. Das Protein, das die Bandenverschiebung VI verursacht, muss im Bereich
-485 bis -527 binden. Dieses Ergebnis wird auch durch den Ansatz auf Bahn 6 bestätigt, da bei
Einsatz des Kompetitors 4 (-485 bis -537) diese Bande spezifisch aufgehoben wird. Weder durch
Fragment 8 (Bahn 5) noch durch Fragment 5 (Bahn 7) werden die Banden I, II, IV und VI
unterdrückt. Das heißt, dass diese Fragmente keine vollständige Bindungsstelle für die Proteine,
die diese Banden verursachen, enthalten.
VI
IV
II
I
freie DNA
 1         2        3        4        5        6        7
Fragment 3  
Abbildung 34: Gel Mobility Shift Experiment mit dem markierten Fragment 3 und verschiedenen
Kompetitor-DNA-Fragmenten zur Eingrenzung von Protein-Bindungsstellen (4,5 % PAA-Gel).
Bahn 1: freie markierte DNA; Bahn 2: markierte DNA mit 3 µg Proteinextrakt acetatkultivierter
Zellen; Bahn 3: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren Überschuss des unmarkierten Fragmentes 3;
Bahn 4: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren Überschuss des unmarkierten Fragmentes 7;
Bahn 5: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren Überschuss des unmarkierten Fragmentes 8;
Bahn 6: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren Überschuss des unmarkierten Fragmentes 4;
Bahn 7: wie Bahn 2 mit 100fachem molaren Überschuss des unmarkierten Fragmentes 5.
Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse und das daraus abgeleitete Modell zur
Proteinbindung wird in Kapitel 4.5.2 gegeben.
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3.8 Reinigung DNA-bindender Proteine
Im letzten Arbeitsabschnitt sollten mit Hilfe des DNA-binding Protein Purification Kits der Fa.
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) vorbereitende Untersuchungen zur Reinigung von
für den GPR1B-Promotorbereich spezifischen DNA-bindenden Proteinen und zur
Verwendbarkeit der Methode durchgeführt werden. Die gereinigten Proteine könnten dann
sequenziert werden, um die Klonierung und Charakterisierung der potenziellen
Transkriptionsfaktoren zu ermöglichen. Mit der Identifikation von Transkriptionsfaktoren wird das
Ziel verfolgt, die Regulation des GPR1-Gens in Bezug auf das Stoffwechselgeschehen in der
Zelle einzuordnen und eine mögliche Einbindung in Regulationskaskaden zu identifizieren, um
die GPR1-Genfunktion näher zu bestimmen. Zur Reinigung sollten Fragmente genutzt werden,
die im Gel Mobility Shift spezifische Proteinbindung zeigten.
Begonnen wurde mit einem DNA-Fragment, das die Sequenz von -544 bis -567 in direkter
Wiederholung zweimal enthält (GS3/3A). Dadurch war es möglich, mittels self-primed PCR lange
konkatemere DNA-Fragmente herzustellen, die die vermutete Bindungssequenz mehrere
hundert mal enthielten. Diese Fragmente wurden an Magnetpartikel gebunden und zur Reinigung
genutzt (Durchführung siehe 2.7.7).
Um eine spezifische Proteinbindung an das Fragment GS3/3A zu überprüfen und die eingesetzte
Proteinmenge zu optimieren, wurde ein Gel Shift mit steigenden Proteinkonzentrationen im
Ansatz durchgeführt (Abbildung 35). Bei allen Ansätzen waren spezifische Bandenverschiebung
nachweisbar. Im Reinigungsansatz wurde eine Proteinkonzentration von 0,4 µg/µl eingesetzt.
Die bei der Proteinreinigung gewonnenen Eluate wurden im Gel Shift Experiment überprüft sowie
durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese und anschließende Silberfärbung analysiert.
      1       2       3       4       5      6       7       8        9
Fragment GS3/3A
Abbildung 35: Gel Shift mit Fragment GS3/3A, das zur Reinigung DNA-bindender Proteine
genutzt wurde. Es wurden steigende Proteinkonzentrationen von 0,05 bis 0,4 µg/µl im Ansatz
verwendet. Bahn 1: markierte DNA ohne Proteinextrakt; Bahn 2: Gel Shift mit 0,05 µg/µl
Proteinextrakt; Bahn 3: wie Bahn 2 mit Kompetitor-DNA; Bahn 4: 0,1 µg/µl Proteinextrakt;
Bahn 5: wie Bahn 4 mit Kompetitor-DNA; Bahn 6: 0,2 µg/µl Proteinextrakt; Bahn 7: wie Bahn 6
mit Kompetitor-DNA; Bahn 8: 0,4 µg/µl Proteinextrakt; Bahn 8: wie Bahn 7 mit Kompetitor-DNA
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In Abbildung 36 ist der Gel Shift mit aus dem Reinigungsansatz gewonnenen Eluat im Vergleich
zum Gel Shift mit Kernproteinextrakten dargestellt. Dabei zeigte sich, dass mit dem Eluat, das
bei der Reinigung gewonnen wurde, die Proteine, die den Gel Shift in Bahn 2
(Kernproteinextrakte) verursachen, gereinigt werden konnten. Die Proteinbindung ist wie bei der
Ausgangsprobe spezifisch, wie die Reaktion mit der Kompetitor-DNA zeigt (vollständige
Hemmung der Bandenverschiebung, Bahn 6). Mit dem Überstand aus dem Reinigungsansatz
(Bahn 7) wird nur noch ein sehr schwaches Signal detektiert, das heißt, dass das Protein, das
die Bandenverschiebung verursacht, nahezu vollständig an den Magnetpartikel-Oligonucleotid-
Komplex gebunden hat. Auf Bahn 8 wurde ein Kontrollansatz aufgetragen, der mit dem
Überstand des letzten Waschschrittes vor Elution der DNA-bindenden Proteine inkubiert wurde.
Dabei sind keine Banden nachweisbar.
    1        2         3         4        5        6         7         8
Abbildung 36: Nachweis von DNA-bindenden Proteinen im Eluat der Proteinreinigung. Bahn 1:
freie markierte DNA GS3/3A; Bahn 2: 0,15 µg/µl Proteinextrakt; Bahn 3: wie Bahn 2 mit
Kompetitor-DNA; Bahn 4: 4 µl Eluat aus Reinigungsansatz, Bahn 5: 8 µl Eluat; Bahn 6: 4 µl Eluat
mit Kompetitor-DNA; Bahn 7: 13 µl Überstand des Proteinreinigungsansatzes; Bahn 8: 13 µl der
letzten Waschlösung vor Elution des DNA-bindenden Proteins
Die gewonnenen Fraktionen aus dem Proteinreinigungsansatz wurden durch SDS-PAGE
analysiert (Abbildung 37). Der Überstand aus dem Proteinreinigungsansatz wurde auf Bahn 2
aufgetragen, dieser enthält nur noch minimale Mengen des DNA-bindenden Proteins. Auf Bahn 6
wurde die letzte Waschlösung vor Elution des Proteins aufgetragen. Es waren keine Proteine
nachweisbar. Auf Bahn 4 wurde ein Aliquot des Eluates aufgetragen. Eine deutliche
Anreicherung wurde bei einer Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa
nachgewiesen. Weitere Banden wurden bei ca. 25, 30 und 66 kDa detektiert. Die Ergebnisse der
Versuche zur Reinigung DNA-bindender Proteine zeigten, dass mit der genutzten Methode eine
Anreicherung funktioneller Proteine möglich ist. Das Ziel der weiteren Arbeiten wird sein, das
angereicherte 50 kDa-Protein in größeren Mengen zu reinigen, um eine Sequenzierung und
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damit eine Charakterisierung des Proteins zu ermöglichen. Weiterhin sollten andere Fragmente,
die den Bereich des CSRE- bzw. FACB-Regulationsmotivs umfassen, zur Proteinreinigung
genutzt werden.
1 2 3 4 5 6 7
kDa
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21
Abbildung 37: Reinigung eines DNA-bindenden Proteins (12 % Polyacrylamidgel; Silberfärbung;
Auftragung: Bahn 1 und 7: Proteinmarker, Bahn 2: Überstand aus Proteinreinigungsansatz
(ungebundenes Protein, ca. 6 µg); Bahn 4: konzentriertes Eluat, 15 µl, Bahn 6: dritte
Waschlösung nach Bindungsreaktion, 21 µl, Bahn 3 und 5: leer).
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4 Diskussion
Das Ziel der Arbeit bestand darin, neue Erkenntnisse zur Funktion des GPR1-Genproduktes
bei der Anpassung von Zellen an Essigsäure oder Ethanol zu gewinnen. Insbesondere sollte
die Essigsäuresensitivität, die durch trans-dominante Mutationen im GPR1-Gen der Hefe
Yarrowia lipolytica verursacht wird, untersucht, funktionelle Bereiche im Gpr1p
nachgewiesen und die Regulation der Expression des GPR1-Gens analysiert werden.
4.1 Phänotyp der GPR1d-Mutanten
Trans-dominante Mutationen im GPR1-Gen (GPR1d-Allele) der Hefe Y. lipolytica können
einen pleiotropen Phänotyp hervorrufen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten vier
trans-dominanten Mutationen verursachen eine hohe Sensitivität gegenüber Essigsäure und
Ethanol (ausgenommen Allel GPR1-4). Bei Kultivierung der Mutantenstämme auf
glucosehaltigem Medium konnten weitere subletale Effekte nachgewiesen werden. So
ändern sich insbesondere bei den Stämmen B204-12C-112 (GPR1-1) und B204-12C-156
(GPR1-2) die Wachstumsraten und die Zellmorphologie. Die Zellen wachsen vermehrt in der
Pseudohyphen- und Hyphenform. Der Anteil toter Zellen in der stationären Wachstumsphase
ist gegenüber dem Wildtypstamm deutlich erhöht (Tabelle 17). Außerdem ist das Fettsäure-
und Phospholipidspektrum verändert (vgl. 1.8.2), was auf Veränderungen in der
Membranstruktur hinweist (Tzschoppe et al., 1999).
Die Verwertung von Acetat und Ethanol als Kohlenstoff- und Energiequelle erfordert die
Induktion des Glyoxylatzyklus. Beim GPR1-Wildtypstamm B204-12C werden die
Glyoxylatzyklusenzyme Isocitratlyase (ICL) und Malatsynthase (MAS) sowie die Acetyl-CoA-
Synthetase (ACS), die zur Aktivierung von Acetat benötigt wird, nach Umsetzung der Zellen
von Glucose- auf Acetat-Medium induziert und erreichen nach 8 bis 12 h ein
Aktivitätsmaximum. Durch Kujau et al. (1992) wurde festgestellt, dass bei den GPR1d-
Mutantenstämmen die durch die Glucose-Vorkultur ohnehin geringen Enzymaktivitäten von
ACS, ICL und MAS innerhalb von ca. 10 h bis auf einen minimalen Wert abnehmen. Als
Ursache wurde eine regulatorische Funktion des GPR1-Gens auf die Gene der
Glyoxylatzyklusenzyme vermutet. Für die Regulation der Genexpression der
Glyoxylatzyklusenzyme bei Aspergillus nidulans ist das facB-Protein wesentlich. Dieser
Hauptregulator der Gene, die am Acetatmetabolismus beteiligt sind, wird durch das facB-
Gen codiert. Mutationen im facB-Gen führen neben reduziertem Wachstum auf
acetathaltigem Medium zu verringerten Aktivitäten von Acetyl-CoA-Synthetase,
Isocitratlyase, Malatsynthase und gluconeogenetischen Enzymen (Katz und Hynes, 1989;
Todd et al., 1997). Eine direkte regulatorische Funktion des Gpr1p auf Genexpression der
Glyoxylatzyklusenzyme ähnlich dem facB-Regulatorprotein aus Aspergillus nidulans wird
aber nicht vermutet, da andere Kohlenstoffquellen wie n-Alkane und Ölsäure, die gleichfalls
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die Aktivierung des Glyoxylatzyklus verursachen, auf das Wachstum der GPR1d-
Mutantenstämme nicht inhibierend wirken. Gegen eine direkte Beteiligung an der Regulation
der Expression der Glyoxylatzyklusenzyme spricht auch, dass die Zerstörung des GPR1-
Gens nicht zu einer Blockierung der Acetat- und Ethanolverwertung führt. Ob der Effekt der
starken Inhibierung der Aktivität von ACS, MAS und ICL darauf zurückzuführen ist, dass die
Zellen bei Inkubation auf acetathaltigem Medium schnell lysieren und die Enzyme deshalb
inaktiviert werden (vgl. 1.8.2; Kujau et al. 1992) ist unklar. Es wurden durch die Autoren
keine Untersuchungen zur Inaktivierung anderer, nicht für den Glyoxylatzyklus spezifischer,
Enzyme durchgeführt. Möglicherweise könnte das GPR1-Genprodukt auch Einfluss auf eine
post-translationale Inaktivierung der Glyoxylatzyklusenzyme, z.B. durch Phosphorylierung,
besitzen (vgl. auch 4.2).
4.2 Essigsäuresensitivität der GPR1d-Mutanten
Wie in Kapitel 3.1 dargestellt wurde, ist der Effekt der Essigsäuresensitivität der GPR1d-
Mutanten abhängig vom pH-Wert des Medium. Durch den pH-Wert wird der
Dissoziationsgrad der Essigsäure im Medium beeinflusst. Es wurde beobachtet, dass bei
pH 6,5 ein schwaches Wachstum der Mutanten möglich ist. Bei pH 7,0 wachsen die
Mutantenstämme vergleichbar wie der Wildtypstamm. Bei pH 6,5 liegen nur 1,8 % der
Essigsäure im Medium als freie Säure vor. Höhere Konzentrationen an freier Säure bei
gleicher Gesamtkonzentration an Acetat und Essigsäure (pH-Werte ≤ 6,0) sind für die
Mutantenstämme toxisch. Der Effekt der pH-abhängigen Sensitivität könnte einerseits durch
die Protonenkonzentration, also den pH-Wert des Mediums selbst, andererseits durch die
durch den pH-Wert bestimmte Konzentration an freier Säure verursacht werden. Da bei dem
Versuch, der in Abbildung 5 dargestellt wurde, die Protonenkonzentration durch den
einheitlichen pH-Wert von 5,5 konstant ist, ist es wahrscheinlich, dass das toxische Agens
die undissoziierte Essigsäure darstellt.
Bei S. cerevisiae und anderen Hefen wie Torulaspora delbrückii und Dekkera anomala
erfolgt die Aufnahme von Acetat bei Verwendung acetatkultivierter Zellen durch einen
elektroneutralen Protonen-Säureanion-Symport (Casal et al., 1996; Casal und Leao, 1995;
Geros et al., 2000). Die Transportsysteme sind induzierbar und werden durch Glucose
reprimiert. Die Aufnahme von Acetat folgt einer Michaelis-Menten-Kinetik. Dagegen gibt es
keine Hinweise für einen aktiven Transport der undissoziierten Säure. Bei Glucose- bzw.
Glucose/Acetat-kultivierten Zellen (reprimierende Bedingungen) von S. cerevisiae wurden
Aufnahmeraten von Essigsäure in die Zelle gemessen, die einer Kinetik erster Ordnung
folgen und mit einer freien Diffusion der undissoziierten Säure erklärt werden (Casal et al.,
1996). Im Zellinneren führt der im allgemeinen höhere pH-Wert des Cytoplasmas zur
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Dissoziation der Essigsäure. Die freigesetzten Protonen und Acetationen sind, da sie
geladen sind, membranimpermeabel und können somit im Zellinneren akkumulieren. Die
Diffusion der Essigsäure in das Zellinnere bewirkt außerdem eine Senkung des
intrazellulären pH-Wertes durch die Freisetzung von Protonen bei der Dissoziation der
Säure. Die pH-Wert-Veränderung ist um so stärker, je größer der Unterschied zwischen
extrazellulärem und intrazellulärem pH-Wert ist (Guldfeldt und Arneborg, 1998). Durch den
Influx der Essigsäure wird somit das elektrochemische Potenzial (Z∆pH) der Membran
verringert, da der pH-Gradient (∆pH) abnimmt, dagegen wird die Ladung (Z) nicht verändert.
Wenn sich die Zellen diesen Bedingungen nicht anpassen könnten, würden diese Prozesse
einen letalen Effekt haben. Zur Adaptation an die Essigsäure müssen gleichzeitig mehrere
Reaktionen erfolgen, die im folgenden Modell diskutiert werden (Abbildung 38, Piper et al.,
1998). Zum einen muss der Veränderung des intrazellulären pH-Wertes und der damit
verbundenen Störung des elektrochemischen Potenzials entgegengesteuert werden. Dies
geschieht durch Aktivierung der Pma1-ATPase, die die aus der Essigsäure freigesetzten
Protonen aus der Zelle transportiert (Eraso und Gancedo, 1987; Holyoak et al., 1996). Zum
anderen werden durch den in der Plasmamembran lokalisierten Pdr12-ABC-Transporter, der
für die Adaptation von S. cerevisiae an schwache, wasserlösliche Säuren essentiell ist,
Säureanionen ausgeschleust (Piper et al., 1998). Damit wird auch ein Ladungsausgleich für
die von der Pma1-ATPase exportierten Protonen erreicht. Die Expression des PDR12-Gens
wird durch Kultivierung bei niedrigem pH-Wert bzw. unter Sorbinsäurestress im Vergleich zur
Kultivierung bei pH 7,0 ohne Säurestress 10 bzw. 50fach induziert (Piper et al., 1998). Die
Deletion des PDR12-Gens verursachte eine Hypersensitivität gegenüber den schwachen
Säuren Benzoesäure, Sorbinsäure und Essigsäure. Die Aktivität des ABC-Transporters wird
durch eine Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase (Cmk1p) post-translational negativ
beeinflusst. Die Zerstörung des CMK1-Gens führt auch bei niedrigen pH-Werten zur
Resistenz gegenüber schwachen Säuren (Holyoak et al., 2000). Es ist aber noch unklar, ob
Cmk1p den Pdr12-Transporter direkt durch Phosphorylierung des Proteins inaktiviert oder
indirekt über einen nicht bekannten Modulator die Aktivität des Pdr12p beeinflusst.
Da die beiden Transporter Pma1p und Pdr12p ATP-abhängig sind, ist die Anpassung an den
Säurestress sehr energieaufwendig und kann zur Erschöpfung der Energieladung der Zelle
führen. Deshalb muss es einen weiteren Mechanismus geben, der gleichzeitig zur
Ausschleusung von Protonen und Acetationen die freie Diffusion der Essigsäure vermindert.
Bei ungehindertem Eindringen der Säure in die Zelle würde sonst ein „futile cycle“ in Gang
gesetzt, der die Zellenergie schnell verbraucht. Wie die freie Diffusion der Essigsäure
verringert wird, ob durch Zellwand- oder Plasmamembranveränderungen, ist noch nicht
bekannt.
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Abbildung 38: Schematisches Modell der Effekte von undissoziierten schwachen Säuren
(z. B. Essigsäure) bei Einwirkung auf nicht adaptierte S. cerevisiae-Zellen (A) und adaptierte
S. cerevisiae-Zellen (B) nach Piper et al. (1998). Pma1p ist die Protonen-exportierende
Plasmamembran-ATPase (A) Nicht adaptierte Zellen akkumulieren Acetatanionen, die aus
der in das Cytoplasma diffundierten Essigsäure gebildet werden. (B) Adaptierte Zellen
exportieren die Acetationen über den Pdr12-ABC-Transporter nach außen. Die Induktion der
Acetat-Efflux-Pumpe ist jedoch für die Zellhomöostase problematisch, wenn nicht gleichzeitig
ein noch unbekannter Mechanismus zur Einschränkung der Diffusion der undissoziierten
Säure induziert wird.
Aus den Erkenntnissen zur Adaptation an Essigsäurestress bei S. cerevisiae ergeben sich
Erklärungsmöglichkeiten für die Funktion des GPR1-Genproduktes bei Y. lipolytica, die im
folgenden diskutiert werden sollen. Ansatzpunkt dazu war die Erkenntnis, dass die GPR1d-
Mutanten nur gegen die undissoziierte Essigsäure im Medium sensitiv sind, aber nicht gegen
das Acetatanion. Um zu überprüfen, ob die Sensitivität der GPR1d-Mutanten gegenüber
Essigsäure ein genereller Effekt ist, der durch schwache Säuren verursacht oder spezifisch
durch die Essigsäure hervorgerufen wird, wurden Untersuchungen mit Milchsäure und
Brenztraubensäure durchgeführt. Es wurde gezeigt, dass Milchsäure und Brenztraubensäure
auch bei niedrigen pH-Werten keinen Effekt auf das Wachstum der Y. lipolytica-
Mutantenstämme haben. Die Geschwindigkeit der Diffusion der undissoziierten Säure in das
Zellinnere und der damit verbundenen Akkumulation von Säureanionen und Protonen ist von
der für das jeweilige Substrat (Essig-, Milch- oder Brenztraubensäure) charakteristischen
Diffusionskonstante abhängig. Wenn sich die Diffusionskonstanten von Milch- und
Brenztraubensäure von der Diffusionskonstante von Essigsäure so stark unterscheiden,
dass die kritische intrazelluläre Akkumulation der Anionen und/oder Protonen bei
Kultivierung auf Milch- oder Brenztraubensäure nicht erreicht wird, ist es möglich, dass keine
Effekte nachweisbar sind. Im Falle der Kultivierung auf Lactat-Medium bei pH 3,5 liegt der
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Anteil der undissoziierten Milchsäure bei 68 %, das entspricht einer Konzentration von ca.
60 mM (vgl. 3.1). Da die kritische extrazelluläre Essigsäurekonzentration (GPR1d-
Mutantenstämme wachsen nicht mehr) bei ca. 1 mM liegt, müsste demzufolge die
Diffusionskonstante von Milchsäure nur 1/60 der Diffusionskonstante von Essigsäure
betragen, damit die Akkumulation von Säureanionen bzw. Protonen so gering ist, dass keine
Effekte nachweisbar sind. Durch Casal et al. (1996) wurde festgestellt, dass bei S. cerevisiae
die Permeabilität der Membran für Essigsäure bei niedrigen pH-Werten sehr viel höher ist als
die Permeabilität für Milchsäure, somit wäre der beschriebene Effekt der geringeren
Akkumulation bei Kultivierung auf Lactat-Medium möglich. Daher können zwei Prozesse für
die erhöhte Essigsäuresensitivität verantwortlich sein, einerseits die Akkumulation von
Protonen, andererseits die Acetatakkumulation.
Die Diffusion von undissoziierten Säuren durch die Membran in die Zelle verursacht durch
die Protonenakkumulation eine Ansäuerung des Cytoplasmas. Dies resultiert in einer
Verringerung des elektrochemischen Potenziales der Zelle. Daher wäre ein möglicher
Angriffspunkt für das Gpr1-Protein die Beeinflussung einer Pma1p-homologen Protonen-
transportierenden ATPase, die den pH-Gradienten wiederherstellt, indem es als Sensor für
die Protonenkonzentration im Zellinneren wirkt. Der Beweis, dass die Essigsäuresensitivität
der GPR1d-Mutanten durch die Akkumulation von aus der Essigsäure im Cytosol
freigesetzten Protonen verursacht wird, konnte bisher nicht geführt werden.
Ausgehend von der Voraussetzung, dass bei Y. lipolytica die Aufnahme von Milchsäure und
Brenztraubensäure analog der Aufnahme von Essigsäure mit vergleichbaren
Diffusionskonstanten erfolgt, wird angenommen, dass der Effekt der Essigsäuresensitivität
wahrscheinlich durch die Akkumulation der Acetationen in der Zelle verursacht wird. Somit
könnte das GPR1-Genprodukt an der Entgiftung der Acetationen mitwirken, indem es an der
Ausschleusung der Acetationen beteiligt ist (Beeinflussung eines Pdr12p-homologen
Proteins) oder die freie Diffusion der Essigsäure in die Zelle inhibiert. Für eine Funktion bei
der Veränderung der Membranpermeabilität gegenüber Acetat (und Ethanol) sprechen auch
die Befunde, dass die Membranzusammensetzung bei einigen Mutanten gegenüber dem
Wildtypstamm verändert ist (vgl. 1.8.2).
Als ein in der Cytoplasmamembran lokalisiertes Protein wäre es möglich, dass Gpr1p als
Rezeptor für intrazelluläres Acetat bzw. als Mediator in einer Signaltransduktionskette
fungiert, die das Signal auf ein Pdr12-homologes Protein von Y. lipolytica überträgt und
damit dessen Aktivität beeinflusst. Pdr12p in S. cerevisiae wird durch eine Ca2+/Calmodulin-
abhängige Proteinkinase (Cmk1p) phosphoryliert und damit inaktiviert (Holyoak et al., 2000).
Wenn Gpr1p an der Übertragung des Signals „kein intrazelluläres Acetat“ (Gpr1p durch
intrazelluläres Acetat inaktiviert) an eine Cmk1-homologe Kinase beteiligt ist, würde durch
Aktivierung der Kinase der Pdr12-homologe Transporter inaktiviert, weil er in diesem Falle
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nicht benötigt wird. Die Effekte der GPR1d-Mutationen wären insofern erklärbar, dass die
mutierten Gpr1-Proteine durch Acetat nicht inaktivierbar wären und somit das Signal „kein
intrazelluläres Acetat“ auch bei Anwesenheit von Acetat gegeben wird. Dadurch würde der
zur Adaptation an Essigsäure nötige Acetatefflux inhibiert. Dies würde zu einer
Acetatakkumulation im Zellinneren führen, die toxisch auf die Zelle wirkt. Wenn kein Gpr1p
synthetisiert wird (vgl. GPR1-Genzerstörung in Stamm PO1d∆GPR1, 3.5.3), kann die Kinase
nicht aktiviert werden und das Pdr12p-homologe Protein ist ständig aktiv. Damit würde der
Effekt der Essigsäuresensitivität nicht ausgeprägt werden. Das GPR1-Gen würde somit für
ein Protein codieren, das unter diesen Bedingungen nicht essentiell ist, was mit den
experimentell gefundenen Ergebnissen übereinstimmt. Als Rezeptor für intrazelluläres Acetat
bzw. als ein Mediator in der Signaltransduktionskette könnte Gpr1p außerdem in die, für die
Aufrechterhaltung der Zellhomöostase nötige, Inhibierung der Diffusion von Essigsäure in
das Cytoplasma einbezogen sein.
Zur Aufklärung der Mechanismen der Acetataufnahme bei Y. lipolytica im Wildtypstamm
B204-12C und den GPR1d-Mutantenstämmen werden gegenwärtig Untersuchungen
durchgeführt. Diese Studien sollen Aufschluss darüber geben, ob die Adaptation der Zellen
an Essigsäure durch die Beeinflussung des aktiven Acetatefflux bei den GPR1d-Mutanten
gestört ist oder die Durchlässigkeit der Membran für Essigsäure verändert wird.
4.3 Ethanolsensitivität der GPR1d-Mutanten
Wie bei Essigsäure erfolgt die Aufnahme von Ethanol in die Zelle nicht durch einen aktiven
Transport, sondern durch freie Diffusion. Im Gegensatz zur Essigsäure, die im Zellinneren in
Protonen und Acetation dissoziiert, kann Ethanol als ungeladenes lipophiles Molekül die
Zelle auch wieder verlassen. Es findet keine Akkumulation von Ethanol in der Zelle statt.
Ethanol führt jedoch wie Acetat zu einer Erhöhung des Protoneninfluxes und damit zu einer
Verringerung des Membranpotenziales (vgl. 1.7.2). Zur Wiederherstellung des
Membranpotenziales wird die Pma1-ATPase benötigt. Somit könnte ein Angriffspunkt für das
Gpr1p die Beeinflussung der Aktivität der Pma1p-homologen Protonen-exportierenden
ATPase sein, wie auch schon unter 4.2 dargelegt wurde. Wird dagegen die Sensitivität der
GPR1d-Mutanten gegenüber Ethanol und Essigsäure durch die Akkumulation von
Acetationen im Cytoplasma verursacht und nicht durch die Erhöhung der intrazellulären
Protonenkonzentration, muss es einen Mechanismus geben, der zur Acetatakkumulation bei
Kultivierung auf Ethanol-Medium führt. Die Verwertung von Ethanol erfolgt im ersten Schritt
durch Umsetzung zu Acetaldehyd durch die Alkoholdehydrogenase und im zweiten Schritt
durch Oxidation des Acetaldehyds zu Acetat durch die Aldehyddehydrogenase. Wenn diese
Umsetzungen schnell ablaufen und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die
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Umsetzung von Acetat zu Acetyl-CoA durch die ACS ist, kann es wie bei der Diffusion von
Essigsäure in die Zelle zu einer Akkumulation von Acetationen kommen. Dieser
Acetatakkumulation kann in den GPR1d-Mutantenstämmen nicht entgegengewirkt werden
und somit toxisch auf die Zellen wirken. Diese Prozesse sind aber bisher noch nicht
untersucht worden.
4.4 Nachweis und Charakterisierung funktioneller Bereiche im Gpr1-Protein
Ein wesentlicher Punkt bei der Aufklärung der Gpr1p-Funktion ist die Charakterisierung
funktioneller Bereiche des Proteins. Die Analyse der Hydrophobizität nach Kyte und Doolittle
(1982) zeigte sechs hydrophobe Bereiche, die potenziell membranspannend sein können
(Abbildung 13). Mittels verschiedener im Internet unter www.expasy.ch zugänglicher
Programme können Transmembranhelices identifiziert werden. Die Ergebnisse für das Gpr1-
Protein unterscheiden sich jedoch je nach Programm stark. So werden mit dem Programm
PSORT vier Transmembranhelices und eine periphere α-Helix berechnet. Mit Hilfe des
Programmes PredictProtein wurden fünf Transmembranhelices nachgewiesen, alle weiteren
verfügbaren Programme (SOSUI, HMMTOP, TMpred, TopPred2) detektierten sechs
membranspannende Helices. Die Orientierung des Proteins in der Membran ist ebenfalls
unklar. Von den meisten Programmen wird jedoch eine intrazelluläre Lokalisierung des
N-Terminus favorisiert. Eine mögliche Anordnung der Helices in der Proteinsequenz ist in
Abbildung 39 dargestellt.
Der Sequenzvergleich homologer Proteine ergab mehrere hoch konservierte Regionen (vgl.
3.3), die mit essentiellen Funktionen des Gpr1p verbunden sein könnten. Zum Nachweis
funktioneller Proteinbereiche wurden zuerst die GPR1-Mutationen, die den trans-dominanten
Phänotyp verursachen, isoliert. Dabei zeigte sich, dass drei der Mutationen (GPR1-2,
GPR1-3, GPR1-4) im N-terminalen Bereich vor der ersten Transmembranhelix liegen. Das
Sequenzmotiv F-G-G-T-L, in dem die Mutationen lokalisiert wurden, ist in zwei S. cerevisiae-
Homologen und in den homologen Proteinen von Zygosaccharomyces rouxii, Pichia farinosa
und S. bayanus konserviert und liegt in der Nähe des GPR1/FUN34/yaaH-Familien-Motivs
(vgl. 3.3, Abbildung 40). Die vierte GPR1-Mutation (GPR1-1) wurde im C-Terminus nach der
letzten Transmembranhelix lokalisiert. Der Mutationsort liegt in einem Motiv (Y-N-A-Y-A-G),
das in mehreren Stämmen konserviert ist. Anhand von Abbildung 12 und Abbildung 40 ist
erkennbar, dass bei Vorkommen des F-G-G-T-L-Motivs wahrscheinlich auch das
Y-N-A-Y-A-G-Motiv in den homologen Proteinen konserviert ist. Ist dagegen das erste Motiv
nicht vorhanden, findet sich auch das zweite Motiv nicht, und vice versa. Beide Motive liegen
außerhalb von Transmembranhelices. Ein Vergleich dieser Sequenzen mit den Datenbanken
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ergab keine Ähnlichkeiten zu bekannten Sequenzmotiven, so dass gegenwärtig keine
Aussage zu möglichen Funktionen dieser Bereiche gemacht werden können.
MNTEIPDLEK QQIDHNSGSD DPQPIHDDMA PVSRIRSSGP NHEYIHIADQ
KFHRDDFYRA FGGTLNPGGA PQPSRKFGNP APLGLSAFAL TTLVFSLCTV
QARGVPNPSI AVGLALFYGG VCQFAAGMWE FVQENTFGAA ALTSYGGFWM
SWAAIEMNAF GIKDSYNDPI EVQNAVGIYL FGWFIFTLML TLCTLKSTVA
FFGLFFMLMM TFLVLACANV TQHHGTAIGG GWLGIITAFF GFYNAYAGLA
NPGNSYIVPV PLDMPFVKKD
I
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außen
Abbildung 39: A) Darstellung der Transmembranhelices und ihrer Lage in der
Proteinsequenz, die mit dem Programm TopPred2 berechnet wurden. Die potenziell α-Helix
bildenden Sequenzen sind eingerahmt und nummeriert. B) Darstellung einer möglichen
Orientierung des Proteins in der Membran mit den in einigen homologen Proteinen
konservierten Motiven und dem potenziellen Phosphorylierungsort T-L-K, der in allen
Homologen konserviert ist. Die Mutationsorte der trans-dominanten GPR1d-Mutationen sind
fett dargestellt.
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Abbildung 40: Darstellung des konservierten N-terminalen Bereiches (rot) vor der ersten
Transmembranhelix (TM) und des in der membranspannenden Helix liegenden
GPR1/FUN34/yaaH-Familien-Motivs (blau), sowie des konservierten Bereiches im C-
Terminus (grün). Die Mutationsorte der trans-dominanten GPR1-Mutationen sind fett
dargestellt. 1  Die Sequenz wurde aus RST´s abgeleitet und ist nicht vollständig.
Das Anliegen der unter 3.4 beschriebenen Versuche war es, funktionelle Bereiche des
Gpr1p im N-Terminus nachzuweisen. Die N-terminale Sequenz ist durch hydrophile
Aminosäuren gekennzeichnet. Dieser Bereich ist in den Gpr1p-homologen Proteinen nicht
konserviert und fehlt bei homologen Proteinen aus Prokaryoten völlig (vgl. 3.6.2). Von
Position F61 bis zum Beginn des GPR1/FUN34/yaaH-Familien-Motivs ist die Sequenz in
einigen homologen Proteinen verschiedener Hefen konserviert (Abbildung 40). Zur
funktionellen Charakterisierung des N-Terminus wurden Deletionen und Punktmutationen im
Gpr1p eingefügt (Abbildung 14 und Tabelle 20). Diese zeigten, dass der N-terminale Bereich
bis zur Position A60 für das Wachstum der Transformanden nicht wesentlich ist. Dieses
Ergebnis ist insofern interessant, dass eine im N-Terminus vermutete Signalsequenz damit
nicht nachgewiesen werden konnte. Der Mechanismus der Lokalisierung von Gpr1p als
integrales Membranprotein in der Cytoplasmamembran ist somit unklar. Zur Lokalisierung
und Topologie des GPR1-Genproduktes in der Cytoplasmamembran werden zur Zeit
Versuche durchgeführt.
Die Aminosäure F61 ist dagegen essentiell. Eine Deletion des Phenylalanins bzw. eine
Mutation zu Glutamat führen zu Essigsäuresensitivität der Transformanden, die auch die
bisher charakterisierten GPR1-Mutationen (GPR1-1 bis GPR1-4) zeigen. Somit scheint das
Motiv F-G-G-T-L eine wichtige Funktion für das Gpr1-Protein zu haben.
Ein weiteres Sequenzmotiv, das in allen Gpr1-homologen Proteinen konserviert ist, ist das
Proteinkinase C-Motiv (T-X-R/K) (Abbildung 12, Tabelle 19). Der mögliche
Phosphorylierungsort liegt zwischen den Helices IV und V und wäre dadurch für eine Kinase
zugänglich. Die Funktionalität des Modifizierungsortes wurde bisher noch nicht überprüft.
Dazu soll die potenzielle phosphorylierbare Aminosäure Threonin gegen andere, nicht
phosphorylierbare Aminosäuren wie z. B. Alanin oder Valin ausgetauscht werden.
Gegenwärtig werden zur Charakterisierung funktioneller Bereiche im C-Terminus, wo die
Mutation des GPR1-1-Allels lokalisiert wurde, weitere Versuche durchgeführt.
Y. lipolytica FGGTLNPGGAPQPSRKFGNPAPLGLSAF ... YNAYAG
S. cerevisiae (FUN34) FGGTLNPGLAPAPVHKFANPAPLGLSGF ... YNAYAG
S. cerevisiae (YCQ10C) FGGTLNPGLAPAPVHKFANPAPLGLSAF ... YNAYAG
S. bayanus FGGTLNPGLAPAPVHKFANPAPLGLSGF ... YNAYAG
P. farinosa FGGTLNPGLAPPPRYNLANPAPLGLCAF ... unbekannt1
Z. rouxii 1 FGGTLNPGLAPPSEHKFANPAPLGLSGF ... unbekannt1
Z. rouxii 2 FGGTLQPGLAPASEHRFANPAPLGLSAF ... unbekannt1
N-Terminus TM C-Terminus
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4.5 Analyse der GPR1-Expression
4.5.1 Klonierung und Charakterisierung des authentischen GPR1-Promotors
Der Nachweis des Retrotransposons Ylt1 im Promotorbereich des GPR1-Gens aus dem
Stamm B204-12C und den daraus abgeleiteten Mutantenstämmen (Schmid-Berger et al.,
1994) machten eine Klonierung eines authentischen Promotors nötig, um die Regulation des
GPR1-Gens zu untersuchen. Zur Isolierung eines GPR1-Alleles ohne ein im
Promotorbereich integriertes Retrotransposon wurde der Stamm PO1d ausgewählt, der in
der Southern-Hybridisierung bei Beprobung mit einer für das Long Terminal Repeat (LTR)
des Retrotransposons spezifischen Sonde kein Signal zeigte. Somit konnte davon
ausgegangen werden, dass dieser Stamm kein Ylt1 enthält. Dieses Ergebnis stimmt auch
mit den Untersuchungen von Juretzek et al. (2001) und Casaregola et al. (2000) überein. Die
Isolierung des GPR1-Gens aus dem Stamm PO1d ergab ein Allel, das im ORF und
Terminatorbereich mit dem schon bekannten GPR1-Allel aus dem Stamm B204-12C
identisch ist. Die Allele unterscheiden sich erst im Promotorbereich ab Position -77.
Der Bereich -1 bis -77 enthält den theoretischen Transkriptionsstartpunkt und die TATA-Box.
Durch Primer-Extension-Experimente konnte der Startpunkt der mRNA-Synthese des GPR1-
Gens identifiziert werden. Der Hauptstartpunkt für die Transkription des GPR1-Gens liegt bei
Position -34, weitere weniger bevorzugte Startpunkte wurden an den Positionen -31 und -37
nachgewiesen. In Tabelle 22 sind zum Vergleich Transkriptionsstartpunkte verschiedener
Gene aus Y. lipolytica zusammengestellt. Auch in anderen Genen von Y. lipolytica wurden
mehrere Transkriptionsstartpunkte detektiert, so im POT1-Gen, das für die peroxisomale
3-Ketoacyl-CoA-Thiolase codiert, im XPR2-Gen (codiert für alkalische extrazelluläre
Protease) und im LEU2-Gen (codiert für ß-Isopropylmalat-Dehydrogenase). In den in Tabelle
22 aufgeführten Promotorbereichen von Y. lipolytica-Genen beträgt der Abstand zwischen
dem Transkriptionsstartpunkt und dem ersten Nucleotid der TATA-Box ähnlich der Situation
in höheren Eukaryoten 20 bis 40 bp. Bei S. cerevisiae ist dieser Abstand mit 40 bis 120 bp
im allgemeinen größer (Struhl, 1987).
4 Diskussion
108
Tabelle 22: Vergleich von Transkriptionsstartpunkten verschiedener Gene aus Y. lipolytica
(modifiziert nach Schmidtchen (1994)). Die Zahlen unter der Sequenz geben die jeweiligen
Positionen im 5‘-upstream-Bereich relativ zum A+1TG an. Die Pfeile markieren den Startpunkt
der mRNA.
Gen Startpunkte TATA-Box Referenz
GPR1 5‘-AATAACAACATCAT-3‘
             ↑      ↑      ↑
           -37  -34   -31
5‘-TATATAAAA-3‘
     |                  |
  -67              -59
diese Arbeit
POT1 5‘-CCCACTTTGGACCT-3‘
         ↑        ↑         ↑
      -34     -31      -27
5‘-TATATAAA-3‘
     |               |
  -59           -52
Schmidtchen (1994)
XPR2 5‘-CACCAACCCACTATCCAATCCTCCAA-3‘
    ↑        ↑                                             ↑
  -33     -29                                         -10
5‘-TATAAA-3‘
     |          |
  -64      -59
Nicaud et al. (1989b)
LEU2 5‘-CACTCCACAC-3‘
       ↑           ↑    ↑
    -42        -37 -35
5‘-TATATATA-3‘
 |               |
  -78           -71
Davidow et al. (1987a)
PYK 5‘-TTCTCTCCAT-3‘
                   ↑
              -42
5‘-ATATAT-3‘
     |          |
  -80      -75
Strick et al. (1992)
4.5.2 Regulation der GPR1-Expression
Die Regulation der GPR1-Expression wurde in Abhängigkeit von den beiden isolierten
Promotorvarianten A (Stamm B204-12C) und B (Stamm PO1d) sowie der Substrate
Glucose, Acetat und Ethanol durch Fusion an das Reportergen lacZ, das für die
ß-Galactosidase aus E. coli codiert, analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Zerstörung des
GPR1-Promotors durch das Retrotransposon in der Promotorvariante A, die zu einem auf
77 bp verkürzten Promotor führte, in einer minimalen Expression von ß-Galactosidase von
der pGPR1A-lacZ-Expressionskassette resultierte. Die ß-Galactosidase-Aktivität unterschied
sich dabei bei Verwendung der verschiedenen Substrate nicht. Die ß-Galactosidase-
Expression unter Kontrolle des authentischen GPR1-Promotors pGPR1B war im Vergleich
dazu ca. 100fach höher. Dabei konnte eine zwei- bis dreifache Erhöhung der
ß-Galactosidase-Aktivität bei Kultivierung auf Acetat oder Ethanol gegenüber der
Kultivierung auf Glucose nachgewiesen werden.
Bei Übertragung der Ergebnisse auf die Expression des Gpr1p in Y. lipolytica fällt auf, dass
sich die Stämme B204-12C sowie die daraus abgeleiteten GPR1d-Mutantenstämme und der
Stamm PO1d stark unterscheiden. Aus diesem Grund wurden Untersuchungen durchgeführt,
um zu überprüfen, ob durch die veränderte Expression von Wildtyp- und Mutantenallelen zu
phänotypische Effekte bedingt werden (vgl. 3.5). Es zeigte sich, dass die Ausprägung des
dominanten Effektes der Essigsäuresensitivität unabhängig von der Höhe der Expression der
GPR1-Allele ist. Eine minimale Expression von GPR1d-Allelen resultiert auch bei hoher
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Expression des Wildtyp-Allels in einer hohen Sensitivität gegenüber Essigsäure (3.5.2). Die
Expression von GPR1-Allelen unter Kontrolle des POT1-Promotors in Abhängigkeit von
verschiedenen Substraten stimmen mit diesen Ergebnissen überein (3.5.1). Der POT1-
Promotor ist bei Kultivierung von Y. lipolytica auf glucose- und acetathaltigen Medien nach
bisherigen Kenntnissen nahezu vollständig abgeschaltet (Berninger et al., 1993; Juretzek et
al., 2000). Trotzdem sind Transformanden, die eine Expressionskassette mit dem GPR1-1-
Mutantenallel unter Kontrolle des POT1-Promotors enthalten, sensitiv gegenüber
Essigsäure. Dieser Effekt muss also durch eine minimale Expression des GPR1-1-Alleles
verursacht werden. Eine Überexpression des GPR1-Wildtypgens hat dagegen keinen
phänotypischen Effekt.
Ausgehend von diesen Ergebnissen war es von Interesse, zu untersuchen, ob das GPR1-
Gen für ein essentielles Protein codiert. Interessanterweise hat die Zerstörung des GPR1-
Gens keinen signifikanten Effekt auf die Essigsäuresensitivität. Der GPR1-zerstörte Stamm
PO1d∆GPR1 zeigt keine Wachstumsveränderungen bei Kultivierung auf Medien mit
verschiedenen Acetatkonzentrationen. Untersuchungen zu den GPR1-homologen Genen
aus S. cerevisiae YCR10C, FUN34 und YDR384C zeigten übereinstimmend mit dem
Ergebnis für die GPR1-Genzerstörung in Y. lipolytica, dass diese Gene auch für
S. cerevisiae unter den bisher getesteten Bedingungen nicht essentiell sind (B. Pearson,
pers. Mitteilung).
Zur Analyse der Regulation der GPR1-Expression wurde der authentische GPR1-Promotor
aus dem Stamm PO1d (pGPR1B) verwendet. Dabei standen im ersten Teil der
Untersuchungen die Regulation des Promotors durch die Kohlenstoffquelle im Vordergrund.
Im zweiten Teil wurden Promotorbereiche charakterisiert, die für die Expression des GPR1-
Gens von Bedeutung sind. Dazu wurden Deletionsanalysen des Promotorbereiches
durchgeführt und die spezifische Bindung von Proteinen an Sequenzbereiche, die die
Regulation des Promotors beeinflussen, mittels Gel Mobility Shift Experimenten untersucht.
Es wurde gezeigt, dass der GPR1B-Promotor durch Ölsäure-, Glucose- und Glycerolmedium
im Vergleich mit Medium ohne C-Quelle moderat reprimiert wird (3.6.3.4). Ist keine dieser
Kohlenstoffquellen vorhanden, findet eine Derepression des Promotors statt. Weiterhin ist
eine schwache Induktion durch Acetat nachweisbar. Durch die Konstruktion von
Promotordeletionen konnten Bereiche des GPR1B-Promotors eingegrenzt werden, die einen
Einfluss auf die Promotorstärke haben. Ein starker Abfall in der Promotoraktivität wurde
nachgewiesen, wenn der Bereich –529 bis –543 deletiert wurde (Abbildung 29). In diesem
Bereich konnten zwei potenzielle Motive für Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die
sich in der Sequenz überlappen; zum einen das CSRE-Motiv (carbon source responsive
element) aus S. cerevisiae und zum anderen das FACB-Bindungsmotiv aus Aspergillus
nidulans (Abbildung 20).
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Die Regulation der Genexpression bei S. cerevisiae über das CSRE-Motiv erfolgt durch die
Bindung der transkriptionellen Aktivatoren Cat8p (Rahner et al., 1999) bzw. Sip4p (Vincent
und Carlson, 1998). Die Expression des CAT8-Gens erfolgt beim Übergang von
fermentativem zu oxidativem Metabolismus (Hedges et al., 1995). Dabei wird die Aktivität
von Cat8p durch die Kohlenstoffquelle auf zwei Ebenen reguliert. Erstens erfolgt eine
Repression des CAT8-Gens in Anwesenheit hoher Glucosekonzentrationen durch den
Mig1p-Repressor. Unter dereprimierenden Bedingungen (keine Glucose im Medium) wird
somit die Expression des CAT8-Gens angeschaltet. Zweitens korreliert die transkriptionelle
Aktivierung von Genen durch Cat8p mit dessen Phosphorylierung und erfordert eine
funktionelle Cat1p(Snf1p)-Proteinkinase (Rahner et al., 1996; Randez-Gil et al., 1997). Das
Cat8-Regulatorprotein zeigt signifikante Homologie zu den Transkriptionsfaktoren Sip4p aus
S. cerevisiae (Lesage et al., 1996) und facBp aus Aspergillus nidulans (Todd et al., 1997).
Sip4p ist ein Aktivatorprotein, das der gleichen Regulation durch die Kohlenstoffquelle und
der Snf1-Kinase unterliegt wie Cat8p. Die Expression des Sip4-Proteins erfolgt unter der
Kontrolle von Cat8p. Sip4p beeinflusst die CSRE-Funktion in vivo (Vincent und Carlson,
1998). Die Überexpression von Sip4p kompensiert den Verlust von Cat8p in cat8∆-Mutanten.
Es wurde ein Modell vorgeschlagen, wobei die transkriptionellen Aktivatoren Sip4p und
Cat8p verwandte Funktionen haben, aber Cat8p der primäre Regulator ist, da es die
Expression von Sip4p reguliert (Vincent und Carlson, 1998). Ähnlich dem Cat8-Protein ist
facBp ein Regulatorprotein, das zur Aktivierung von Strukturgenen erforderlich ist, die in der
Acetatverwertung involviert sind. Das facB-Gen unterliegt wie das CAT8-Gen der
Katabolitrepression durch Glucose (Katz und Hynes, 1989). Bei der Analyse der Regulation
zeigte sich eine Bindung von facBp an zwei verschiedene konservierte Sequenzmotive
(TCSN8-10SGA und GCA/CN8-10T/GGC; Todd et al., 1998). Diese unterscheiden sich deutlich
von der Sequenz des CSRE (CCRTYSRNCCG). Das CSRE-Motiv konnte von Haurie et al.
(2001) in den Promotorbereichen aller Gene von S. cerevisiae, die als Cat8p-abhängig
identifiziert wurden, nachgewiesen werden. Viele der Gene, die durch Cat8p reguliert
werden, codieren für Proteine, die für die Verwertung von nicht fermentierbaren Substraten
wie Ethanol, Acetat und Lactat erforderlich sind. Der Kontrolle durch Cat8p unterliegen dabei
die Gene, die für die Enzyme zur Umwandlung von Ethanol in Acetyl-CoA (ADH2, ALD6,
ACS1) und zur Aufnahme von Carbonsäuren (JEN1) codieren. Weiterhin zählen vier von fünf
Genen, die für Glyoxylatzyklusenzyme und die Gene FBP1 und PCK1, die für die
Schlüsselenzyme der Gluconeogenese (Fructose-1,6-bis-Phosphatase und
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase) codieren, zu den Cat8p-regulierten Genen.
Interessanterweise wurde unter den durch Cat8p regulierten Genen auch die GPR1-
homologen Gene YCR10C und FUN34 detektiert. Die Deletion des CAT8-Gens führt zu
entgegengesetzten Effekten auf die Expression dieser beiden Gene. Das YCR10C-Gen
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enthält im Promotorbereich ein CSRE und wird durch Cat8p unter dereprimierenden
Bedingungen (Verbrauch der Glucose im Medium) positiv reguliert. Dagegen wird das
FUN34-Gen in Abwesenheit von Cat8p stärker exprimiert, demzufolge negativ reguliert. Im
Promotorbereich des FUN34-Gens konnte kein CSRE nachgewiesen werden und die
gesteigerte Expression in Abwesenheit von Cat8p wurde als indirekter Effekt der fehlenden
Expression von YCR10C diskutiert. Die Expression des dritten bekannten GPR1-homologen
Gens aus S. cerevisiae (YDR384C) ist dagegen nicht Cat8p-abhängig. Die unterschiedlichen
Regulationsmechanismen weisen darauf hin, dass die homologen Proteine in S. cerevisiae
verschiedene Funktionen besitzen könnten. Überträgt man die für das Gpr1p von Y. lipolytica
aufgestellte Hypothese auf die homologen Proteine von S. cerevisiae, könnten diese
Rezeptoren darstellen, die möglicherweise für die Anpassung an andere schwache Säuren
spezifisch sind. Andererseits wäre es denkbar, dass durch eine Lokalisierung der homologen
Proteine in verschiedenen Membranen unterschiedliche Funktionen realisiert werden.
Möglicherweise steht das Vorkommen von drei homologen Proteinen bei S. cerevisiae auch
im Zusammenhang mit der hohen Ethanoltoleranz von S. cerevisiae.
Das Vorkommen der Motive CSRE und FACB in der Promotorregion des GPR1B-Promotors
aus Y. lipolytica, der für eine starke Regulation der Expression verantwortlich ist, weist
darauf hin, dass ein Cat8p/Sip4p- bzw. facBp-ähnliches Regulatorprotein an der Expression
des GPR1-Gens wesentlich beteiligt sein könnte. Dafür spricht auch das
Expressionsverhalten des GPR1B-Promotors in Abhängigkeit von der Kohlenstoffquelle,
wobei eine Glucoserepression und eine Derepression in glucosefreiem Medium beobachtet
wurde. Da die Glucoserepression bis zu einer Promotorlänge von 555 bp vorhanden ist,
befindet sich die Bindungsstelle für einen Katabolitrepressor bzw. einen Aktivator, der selbst
der Katabolitrepression unterliegt, im Bereich bis -555 bp ausgehend vom Startcodon des
GPR1-Leserahmens. Das CSRE/FACB-Motiv liegt damit übereinstimmend im Bereich -530
bis -546. Ein ähnliches potenzielles Regulationsmotiv konnte auch im ICL1-Promotor von
Y. lipolytica nachgewiesen werden (Abbildung 41).
Y. lipolytica GPR1 5‘-TCCCCGGACGGATGGGA -3‘
(-530 bis -546) AGGGGCCTGCCTACCCT
Y. lipolytica ICL1 5‘-TCCTTGCAACCGAGGA -3‘
(-295 bis -310) AGGAACGTTGGCTCCT
Abbildung 41: Vergleich der CSRE/FACB-Motive des GPR1-Gens und des ICL1-Gens aus
Y. lipolytica. Das CSRE (fett) liegt in den Promotorbereichen von GPR1 und ICL1 in
entgegengesetzter Orientierung vor, wobei das CSRE-Motiv des ICL1-Promotors in den
Positionen 3 und 5 der Consensussequenz CCRTYSRNCCG variiert.
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Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Gel Mobility Shift Experimente in Bezug auf die
Daten der ß-Galactosidase-Expression der Promotordeletionsklone sowie den
hypothetischen Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen ist in Abbildung 42 dargestellt. In
Abbildung 42A wurde die Konstruktion und die relativen Expressionswerte der internen
Promotordeletionsklone in Bezug auf die nachgewiesenen Proteinbindungsregionen
(Abbildung 42B) wiedergegeben. Die Proteinbindungsstellen wurden als Modell mit dem
längsten verwendeten Fragment 1 dargestellt (Abbildung 42B). Im Bereich -485 bis -527
bindet ein Protein (Bande VI in Abbildung 33 und Abbildung 34). Ein Komplex aus bis zu drei
Proteinen bindet an den Bereich von -527 bis -554, durch die Komponenten des Komplexes
werden die Banden I,II und IV (Abbildung 33 und Abbildung 34) verursacht. Die Bindung des
Proteinkomplexes wird nur durch das Kompetitor-DNA-Fragment 7 inhibiert (Abbildung 34,
Bahn 4), kürzere Fragmente (Abbildung 34, Bahn 5) zeigen keine Wirkung. Eine
Unterscheidung, ob dieser Komplex aus einem Protein, das als Oligomer bindet oder
mehreren Proteinen besteht, war mit diesem Versuch nicht möglich. Die Bande VII wird
durch ein Protein verursacht, das im Bereich -544 bis -554 bindet (Abbildung 33). Das Signal
wird durch die Fragmente 3 und 5 gehemmt, aber nicht durch das Fragment 4. Die Bindung
von Proteinen, wodurch die Banden III und V bedingt werden (Abbildung 33A), kann auf den
Bereich -554 bis -567 lokalisiert werden, da die Banden durch das Fragment 2 und 5
gehemmt werden, nicht aber durch das Fragment 3. Weiterhin sind die Banden III und V bei
Gel Shift Versuchen mit dem Fragment 3 nicht nachweisbar. Eine Proteinbindung an die
11 bp des CSRE konnte nicht bewiesen werden. Das mit dem CSRE überlappende 17 bp
lange FACB-Bindungsmotiv, das im Bereich -531 bis -547 liegt, kommt dagegen als
Regulationsmotiv in Frage (vgl. Abbildung 42C), da durch eine Deletion in diesem Bereich
auch starke Regulationseffekte nachweisbar waren.
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-485-586 -554 -544 -537 -527-532
FACB
CSRE
pTSB1-d38 -
pTSB1-d39 -
pTSB1-d37 +
pTSB1-d40 -
pTSB1 +
A)
-485
III, V VIVII I, II, IV
-572-567-586 -554 -544 -537 -527-532
B)
C)
Abbildung 42: (A) Zusammenfassung der Ergebnisse zur Promotorstärke des intern
deletierten GPR1B-Promotors. Die Expression der ß-Galactosidase wurde mit + (90-100%
der Aktivität in Bezug zum Plasmid pTSB1) und – (≤ 50 % der Ausgangsaktivität)
angegeben. (B) Modell der in Gel Mobility Shifts detektierten Proteinbindungsstellen. Die
römischen Ziffern markieren die Banden, die im Gel Mobility Shift nachgewiesen wurden. (C)
Darstellung der Lage der möglichen Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen CSRE und FACB.
4.5.3 Ausblick
Durch Gel Mobility Shift Experimente wurden im Bereich -485 bis -567 mehrere spezifische
Proteinbindungsstellen nachgewiesen. Diese Bindungsstellen sollen in zukünftigen Arbeiten
in Bezug auf die DNA-bindenden Proteine weiter charakterisiert werden. Das schließt die
weitere Einengung der Bindungsmotive sowie die Reinigung und Identifizierung von DNA-
bindenden Proteinen ein. Der Ansatz zur Reinigung DNA-bindender Proteine mit dem
Fragment GS3/3A erbrachte eine deutliche Anreicherung eines 50-kDa-Proteins, das im
Promotorbereich –544 bis –567 bindet. Die verwendete Reinigungsmethode kann somit
erfolgreich zur Anreicherung DNA-bindender Proteine genutzt werden. Um das 50-kDa-
Protein durch Sequenzierung zu charakterisieren, müssen nun größere Mengen des Proteins
gereinigt werden.
Ein weiteres Fragment, das zur Reinigung DNA-bindender Proteine genutzt werden sollte,
enthält den Bereich von –527 bis -554. In diesem Bereich binden mehrere Proteine, die
einen wesentlichen Einfluss auf die GPR1-Expression haben, wie die Ergebnisse der
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Expressionsversuche mit internen Promotordeletionen und die Gel Shift Experimente zeigten
(Abbildung 42).
Aufbauend auf den Ergebnissen zur Sequenzierung der DNA-bindenden Proteine sollten
Vergleiche mit Datenbanken zur Identifizierung schon bekannter Transkriptionsfaktoren
durchgeführt werden. Die Beteiligung eines Cat8p/Sip4p- oder FacBp-ähnlichen
Transkriptionsfaktors an der Regulation des GPR1-Promotors, die aufgrund der vorliegenden
Befunde vermutet wird, kann mit diesen Versuchen nachgewiesen werden. Möglicherweise
könnten auch unbekannte Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die an der Regulation
des GPR1-Gens beteiligt sind. Diese könnten in weiterführenden Arbeiten kloniert und
charakterisiert werden. Mit Hilfe dieser Daten soll eine weitere Einordnung der GPR1-
Genfunktion in das Stoffwechselgeschehen der Zelle ermöglicht werden.
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5 Zusammenfassung
Einige trans-dominante Mutationen im GPR1-Gen (GPR1d-Allele) der Hefe Y. lipolytica
verursachen pleiotrope Phänotypen. Die auffälligste Auswirkung ist eine erhöhte
Essigsäuresensitivität. Außerdem wurden weitere subletale Effekte, wie die Reduktion des
Wachstums der Mutantenstämme, verstärkte Ausprägung des Dimorphismus und
Veränderungen in der Membranzusammensetzung, festgestellt. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, Untersuchungen zur Aufklärung der Funktion des GPR1-Genproduktes
durchzuführen. Dafür sollten die Essigsäuresensitivität der GPR1d-Mutantenstämme weiter
untersucht, funktionelle Bereiche im Gpr1p nachgewiesen und die Expression des GPR1-
Gens analysiert werden. Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:
1. Die Untersuchung der Essigsäuresensitivität der GPR1d-Mutanten B204-12C-38
(GPR1-3), B204-12C-112 (GPR1-1). B204-12C-124 (GPR1-4) und B204-12C-156
(GPR1-2) in Abhängigkeit von der Essigsäure/Acetat-Konzentration bzw. dem pH-Wert
des Mediums zeigte, dass nur der Anteil der undissoziierten Essigsäure im Medium
toxisch wirkt. Das bei einem pH-Wert von 6,5 bzw. 7,5 im Medium hauptsächlich
vorhandene Acetat kann dagegen durch die GPR1d-Mutanten verwertet werden.
2. Der Mutationsort im GPR1-1-Allel (Stamm B204-12C-112) wurde bestimmt. Weiterhin
wurde das GPR1-2-Allel aus dem Stamm B204-12C-156 aus einer angereicherten
Genbank mittels Kolonie-Hybridisierung als 2,1 kb SalI/HindIII-Fragment kloniert und
sequenziert. Der Vergleich dieser GPR1d-Allele mit den von Tzschoppe (1998)
sequenzierten Allelen GPR1-3 und GPR1-4 zeigte, dass drei von vier Mutationen
(GPR1-2, GPR1-3, GPR1-4) in einem Bereich im N-Terminus des Gpr1-Proteins (G62,
G63 und L65) liegen. Dagegen wurde die Mutation im GPR1-1-Allel im C-Terminus (G248)
lokalisiert.
3. Der Analyse der Hydrophobizität des Gpr1p ergab, dass das Protein aus einem
N-terminalen hydrophilen Bereich von ca. 80 Aminosäuren und einem hydrophoben
Bereich zusammengesetzt ist. Im hydrophoben Bereich konnten sechs potenziell
membranspannende α-Helices identifiziert werden. Vergleichende Untersuchungen von
DNA- und daraus abgeleiteten Proteinsequenzen (EMBL, Swissprot) ergaben eine
Anzahl Gpr1p-homologer Proteine, die sowohl in pro- als auch in eukaryotischen
Organismen konserviert vorliegen. Eine Funktion der Gpr1-ähnlichen Proteine ist bei
keinem Organismus bekannt. Ausgehend vom Alignment Gpr1p-homologer Proteine
konnten hoch konservierte Sequenzmotive identifiziert werden. Das Motiv, das allen
homologen Proteine eigen ist und deshalb als Familienmotiv der GPR1/FUN34/yaaH-
Proteinfamilie bezeichnet wird, hat die Sequenz N-P-[A/V]-P-[L/F]-G-L-x-[G/S/A]-F und
befindet sich am Beginn der ersten potenziellen Transmembranhelix. Weitere hoch
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konservierte Motive sind F-Y-G-G-x2-Q-x2-A (Position 130-139), [E/G]-N-T-F-G (147-
151), S-Y-G-x-F-W (157-162) und Y-L-x2-W (195-199). In allen Gpr1p-homologen
Proteinen konnte ein potenzieller Phosphorylierungsort mit der Konsensussequenz
T-x-R/K nachgewiesen werden, der zwischen der vierten und fünften Transmembranhelix
liegt.
4. Die homologen Proteine eukaryotischer Organismen besitzen im Gegensatz zu den
Proteinen prokaryotischer Organismen einen N-terminalen hydrophilen Bereich. Zur
Untersuchung der möglichen Funktion dieser Region wurden Varianten des GPR1-Gens
kloniert, die Deletionen und Punktmutationen im N-Terminus des Gpr1-Proteins tragen.
Dabei zeigte sich, dass der N-terminale Bereich bis einschließlich der Aminosäure A60
nicht essentiell für die Funktion des Gpr1-Proteins ist. Die Deletion der Aminosäure F61
und die Punktmutation von F61 zu E61 erhöhen dagegen die Essigsäuresensitivität der
Transformanden und wirken trans-dominant. Da auch die Mutationen der Allele GPR1-2,
GPR1-3 und GPR1-4 in Nachbarschaft zu F61 liegen, wird angenommen, dass das in
einigen Gpr1p-homologen Proteinen konservierte Motiv F-G-G-T-L wesentlich für die
Funktion des Gpr1p ist. Die potenziellen Phosphorylierungsorte an Position Y58 und S74
sind dagegen nicht funktionell.
5. Durch Schmid-Berger et al. (1994) wurde im 5‘-upstream-Bereich des GPR1-ORFs aus
dem Stamm B204-12C-112 (Promotorbereich GPR1A) ein Retrotransposon (Ylt1)
nachgewiesen, das möglicherweise die Expression des GPR1-Gens beeinflusst. Der
Vergleich von GPR1-Allelen aus verschiedenen Y. lipolytica-Stämmen zeigte, dass
Unterschiede in der 5‘-upstream-Sequenz des offenen Leserahmens des GPR1-Gens
nachweisbar sind. Aus dem Y. lipolytica-Stamm PO1d, der das Retrotransposon Ylt1
nicht besitzt, wurde aus einer angereicherten Genbank mittels Kolonie-Hybridisierung ein
GPR1-Allel isoliert, das den authentischen GPR1-Promotorbereich (pGPR1B) enthält.
Der Transkriptionsstartpunkt im GPR1-Promotor wurde durch Primer-Extension-Analyse
an der Position –34 (Hauptstartpunkt) relativ zum ATG des GPR1-ORFs identifiziert.
6. Durch Fusion des Reportergens lacZ aus E. coli an die Promotorvarianten pGPR1A und
pGPR1B wurde die Expression des Gens analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass die
Insertion des Retrotransposons in den GPR1-Promotorbereich (pGPR1A) im Vergleich
zum Promotor pGPR1B eine minimale ß-Galactosidase-Expression (2-4 MU) verursacht.
Die Expression der ß-Galactosidase unter Kontrolle des authentischen Promotors
pGPR1B ist abhängig von der Kohlenstoffquelle. Unter optimalen Induktionsbedingungen
werden ca. 100fach höhere Aktivitäten im Vergleich zur Expression unter Kontrolle von
pGPR1A erreicht. Da die GPR1d-Allele unter Kontrolle des Promotors pGPR1A exprimiert
werden, wird der trans-dominante Effekt der GPR1-Mutationen somit durch eine sehr
geringe Konzentration an mutiertem Gpr1p verursacht.
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7. Die Regulation des GPR1B-Promotors wird durch die Kohlenstoffquelle im Medium
bestimmt. Bei Inkubation von Zellen in Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle werden
durch die Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle des GPR1B-Promotors
ß-Galactosidase-Aktivitäten von 220 MU erreicht. Die Erhöhung der ß-Galactosidase-
Aktivitäten durch Zusatz der Substrate Acetat (293 MU), Ethanol (252 MU), Lactat
(276 MU) und Pyruvat (240 MU) deutet darauf hin, dass durch diese Kohlenstoffquellen
die Expression möglicherweise zusätzlich induziert wird. Es wurde gezeigt, dass der
authentische Promotor pGPR1B einer partiellen Glucose-, Glycerol- und
Ölsäurerepression unterliegt (Verringerung der ß-Galactosidase-Expression auf 111, 43
und 130 MU).
8. Die Überexpression des GPR1-Wildtypallels unter Kontrolle des starken POT1-
Promotors aus Y. lipolytica, der die Expression der 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase reguliert,
ergab keinen phänotypischen Effekt. Durch Kultivierung auf verschiedenen
Kohlenstoffquellen wurde die Expression des GPR1-1-Alleles unter Kontrolle des POT1-
Promotors verändert. Es zeigte sich, dass die Erhöhung der Essigsäuresensitivität, die
durch das GPR1-1-Allel verursacht wird, unabhängig von der Höhe der Expression des
GPR1-1-Alleles ist. Auch bei Kultivierung auf Glucose/Acetat-Medium, auf dem der
POT1-Promotor weitestgehend, aber nicht vollständig, reprimiert wird, ist die
Essigsäuresensitivität nachweisbar.
9. Zur Bestimmung von Kontrollelementen im Promotor pGPR1B, die die Expression
beeinflussen, wurde der Promotorbereich pGPR1B schrittweise deletiert. Den Hauptabfall
der ß-Galactosidase-Expression verursachte eine Deletion von 14 bp von Position -530
bis -543.
10. Mit Hilfe von Gel Mobility Shift Experimenten wurde die spezifische Bindung von
Proteinen an den Promotorbereich von -485 bp bis -586 bp untersucht. Dabei konnten
mehrere Bindungsstellen für potenzielle Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden.
Es zeigte sich, dass ein Proteinkomplex, der für die Regulation des GPR1B-Promotors
wesentlich sein könnte, im Bereich -527 bis -554 bindet. Dies stimmt mit der durch eine
interne Promotordeletion gefundenen Region überein, die für die Regulation der
Expression hauptsächlich verantwortlich ist. In diesem Bereich wurden Sequenzen
detektiert, die den Transkriptionsfaktor-Bindungsmotiven CSRE aus S. cerevisiae bzw.
FACB aus Aspergillus nidulans ähnlich sind. Die an diese Motive bindenden Proteine
Cat8p bzw. FacBp stellen transkriptionelle Aktivatoren dar, die der Glucoserepression
unterliegen und charakterisitisch für die Verwertung von Ethanol (S. cerevisiae) bzw.
Acetat (Aspergillus nidulans) sind. Dieses Ergebnis, das mit den Resultaten der
ß-Galactosidase-Expression unter Kontrolle des GPR1B-Promotors in Abhängigkeit
verschiedener Kohlenstoffquellen übereinstimmt, deutet darauf hin, dass ein Cat8p- bzw.
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FacBp-homologer Transkriptionsfaktor die Expression des GPR1-Gens regulieren
könnte.
11. Auf der Basis der erzielten Ergebnisse wurde ein Modell für die Funktionsweise des
Gpr1p bei der Adaptation der Hefezelle an Essigsäure erarbeitet. In diesem Modell wird
postuliert, dass Gpr1p als Sensor für erhöhte Konzentrationen an intrazellulären
Acetationen oder Protonen fungieren könnte.
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7.1 Plasmidkarten
pGPD1
4833 bp
SalI, 1
EcoRV, 519
PstI, 725
NcoI, 1108
XhoI, 1460
SplI, 1586
HindIII, 2151
BamHI, 4796
NotI, 4814
LTR
GPR1-2ampR
MCS
pGPR1A
Anlage 1: Plasmid pGPD1; das GPR1-2-Allel aus dem Stamm Y. lipolytica B204-12C-156
wurde als 2,1 kb SalI/HindIII-Fragment in den Vektor pUCBM20 kloniert.
SalI, 1
PstI, 225
BamHI, 454
BglII, 1171
ClaI, 1694
EcoRV, 3021
NcoI, 3062
KpnI, 3296XhoI, 3414
SplI, 3540
HindIII, 4105
EcoRI, 6740
BamHI, 6750
KpnI, 6776
pGPD2
6787 bp
pGPR1B
GPR1
GPR1ter
ampR
MCS
Anlage 2: Plasmid pGPD2; das GPR1-Allel aus dem Stamm Y. lipolytica PO1d wurde als
4,1 kb SalI/HindIII-Fragment in den Vektor pUCBM20 kloniert.
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pYLD303
9487 bp
SalI, 1
PstI, 725
NcoI, 1108
KpnI, 1342
SplI, 1586
HindIII, 2151
ClaI, 2157
NcoI, 4204
SphI, 4438
HindIII, 4982
PstI, 6532
EheI, 8934
NruI, 9167
LTR
GPR1
LEU2
ARS18/CEN
amp
R
ORI
ROP
pGPR1A
Anlage 3: Plasmid pYLD303; das GPR1-Allel aus dem Stamm B204-12C (GPR1A) wurde als
2,1 kb SalI/HindIII-Fragment in den Vektor pINA237 kloniert. Die Klonierung der
Mutantenallele GPR1-1 und GPR1-2 erfolgte analog.
pYLG3
11441 bp
Pst I,224
Kpn 2I,358
Bam HI,453
Bgl II,1170
Ehe I,1629
Cla I,1693
Nco I,3061
Kpn I,3295
Spl I,3539
Hin dIII ,4104
Cla I,4110
INco,6157
ISph,6391
dIIIHin,6935
IPst,8485
2IKpn,10428
IEhe,10887
INru,11120
ISal,11441
pGPR1B
GPR1
LEU2
CEN/ARS1
ampR
ORI
ROP
Anlage 4: Plasmid pYLG3, das GPR1-Allel aus dem Stamm PO1d wurde als SalI/HindIII-
Fragment in den Vektor pINA237 kloniert. Das Plasmid pYLG2 ist analog aufgebaut, enthält
aber den ORF des GPR1-2-Alleles unter Kontrolle des Promotors pGPR1B.
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pTSA1
11885 bp
SalI, 1
BamHI, 1158
SphI, 1190
ClaI, 2020
SplI, 3968
SalI, 4320
NruI, 4507
EheI, 4751
KpnI, 5210
SphI, 9247
XhoI, 10528
XhoI, 10557
ClaI, 11528
BamHI, 11880
LTR
lacZ
GPR1ter
ROPORI
ampR
ARS18/CEN
LEU2
pGPR1A
Anlage 5: Plasmid pTSA1 zur Expression des lacZ-Gens aus E. coli unter Kontrolle des
Promotors GPR1A aus Stamm B204-12C.
pTSBI
12663 bp
EheI, 459
BamHI, 1941
PstI, 1967
SphI, 1973
HindIII, 1979
SplI, 4751
SalI, 5103
NruI, 5290
HindIII, 5298
EheI, 5534
Kpn2I, 5993
PstI, 7936
HindIII, 9486
SphI, 10030
ApaI, 10764
XhoI, 11311
XhoI, 11340
HindIII, 12317
pGPR1B
lacZ
GPR1ter
ROPORI
ampR
ARS18/CEN
LEU2
Anlage 6: Plasmid pTSB1 zur Expression des lacZ-Gens aus E. coli unter Kontrolle des
Promotors GPR1B aus dem Stamm PO1d.
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pTSC1
13473 bp
EheI, 459
NcoI, 1891
KpnI, 2125
BamHI, 2751
PstI, 2777
SphI, 2783
SalI, 5913
NruI, 6100
EheI, 6344
Kpn21I, 6803
PstI, 8746
SphI, 10840
NcoI, 11074
pGPR1B
GPR1
lacZ
GPR1ter
ROP
ORI
ampR
ARS18/CEN
LEU2
Anlage 7: Plasmid pTSC1 zur Expression des Gpr1-ß-Galactosidase-Fusionsproteins unter
Kontrolle des Promotors GPR1B aus dem Stamm PO1d.
6530 bp
LEU2
pGPR1B
pUCpPO1
ClaI, 523
BamHI, 1941
HindIII, 4586
SphI, 4604
PstI, 4610
SalI, 4625
ApaI, 4631
ClaI, 6178
HindIII, 6184
ampR
Anlage 8: Plasmid pUCpPO1, das zur Amplifizierung von GPR1B-Promotorfragmenten mit
internen Deletionen genutzt wurde.
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pUC21Pro1
5050 bp
ClaI, 523
BamHI, 1941
HindIII, 1979
EcoRI, 4614
BamHI, 4624
AflII, 4638
KpnI, 4653
ApaI, 4659
SalI, 4665
HindIII, 4704
ampR
pGPR1B
Anlage 9: Plasmid pUC21Pro1, das zur Herstellung von sukzessiv deletierten
Promotorfragmenten von pGPR1B mittels ExonucleaseIII/S1-Nuclease Kit genutzt wurde.
pGPD-dUra1
8147 bp
SalI, 1
PstI, 225
BamHI, 454
BglII, 1171
ClaI,
1694
SalI, 3066
PstI, 3409
NcoI, 4642
SplI, 4900
HindIII,
5465
BamHI, 8110
KpnI, 8136
pGPR1B∆
URA3
∆GPR1
ampR
Anlage 10: Plasmid pGPD-dUra1 mit GPR1::URA3-Genzerstörungskassette.
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7.2 Sequenz des GPR1-Allels aus dem Yarrowia lipolytica-Stamm PO1d
-3108              TCGACTTT GAGCCCTCAA TTCTTTGTGT GGACTGCGGA ATATTTCGGG
-3060 GTATGGTTTA CCCCACTTCA TTTCAGAGCA CCGAGCAACT CTGTTTCGAA ACCTGGGGTG
-3000 CACAAATGCA TGTCTGGGAA ATCCGGGGTT AAGAATAAGC TATGGAGCTT ATTTGATACA
-2940 AACTCTAAAC TCCCAACCAA CAACTGTTGG CACAGTTGTC ACTAACCAAA ATTCCCTGCA
-2880 GAAAAAAGAC AGCCCACCAG CCTCGTGACG CTTGCAAAGT TAAGCCGCGG GAGTTGGTGT
-2820 ATTTACGCGA AGTCGTTGAT TGTGCGTCCA AGTTCCTGAG GCATTCCAGC TGTTGGCTCG
-2760 ACAACCTGAT CCGGACTTGT TCTTTTACTA AAGCCGACTA ATATACACCC CTGTCATCGG
-2700 GGAGATAAAT ATTGTCGGAA CCGGTCCATA TTTTTTGCCC TCCGGGATCC CTTGTTTGAC
-2640 GCAACCAACG ACCATCAGAT GGGCTTTTGA CGCATCCCGA TGTGAGCGCC AAGCGGTGCC
-2580 AAGCGTTCTC ACACATAGAC GGCACTACAT TACATACAAG CAAGTGACGG CGAGCACAAG
-2520 ATTGAGGACT CGTCGTTGGA ACGGTGGGTA ACAGTCTTCA TCAGCCCTTT CAATGGGGTG
-2460 CACTTTTGGC GTCGCCCTCC TGAATATTTT TTTCTCCTTC CCTTCTAAAT TGAGTTCCCA
-2400 CTAATACCAA CGTAAAAGTC ATACAGCTGA TGTTGGTGTT CTTAAACAGG ACTACTGAGA
-2340 CGACAGCACG TAGGGGGACA CTAAGGGCTA TAGGGATCAG GAGTCCCAAT TATGGGCAGC
-2280 GATAATCCCC CCTTATTTTC ATAGAGATCA TCCCTCTGTC TCTCTCCTTC GTTCTCTTTT
-2220 GCCCGTTTAC CTCGCTTATT CCGTTGCGTG TCTCAGTTCC ATTATGCGTA CAGTACTGTT
-2160 GTGGCAGAAA ATACGGCTTT TTCTGGTCGC TTTGTTTTTA TGTTTTGCTT TTGGCACTCT
-2100 CACCTGCGTG CTGTGTCTTC TCTGTAGCCA CCTGACAAGC TGTCTTCCAG CTGTATTTGT
-2040 ATTTGGTGGG CACTACTGCA TTTGAAACAG AATGACAGAC CCACAGAATG TACAGAGAAG
-1980 ACCGAGAGCG GTACGGTACG AGATTCGTAC ACCCAGTGTA TAGATCTTGA CCTACTTGCT
-1920 CTAACTGAGT TATACCAGCA TCAGCTGTTT TTGACAATGA CCTTTTGAGA TCGCAACTCT
-1860 AATGATTGCT GCCTGGTGTC CACAGCTCTG CTTCTGTGCG CAGACAGGCA GATTTGAGGT
-1800 CCAGCTAGTT TAGCCTAGAG TAGCCACTGG GTAGTTTCAT GACACAATGC TCATCTTGTT
-1740 AATTAGATTC CTTTTGGTAT GTCTCCGTGG ACAGGGACTG ATACGTCATA ATACCTCAAA
-1680 TCGAGGTTGC GGAACGAACA CAGCAGTATG TACAGTGCTT TAGTGAACGG GTTGGAAACG
-1620 GTGGCTTCAA GGAGATGAAA TGTTTCTGGT TAGCCGCATC CAACCGTCTC AAATCCGTCT
-1560 AGTGACGATG TCTGGCTGTT TGTAACAACC GTAGAGACGC GATGTTGTGT CATGGATATT
-1500 TTATGGCAGG AAACTTTAAT GGCGCCATGA ATTGTGGTAT AATGAGTGCC ATATATGAGT
-1440 TTTGAGAAGG GAAAAAAGGA GAAAATCGAT AGTCGTCAGT CATATCCTCG GGCTGGCTTG
-1380 CTTTGGTCTG TATTATTTGC ACTCCTTCCA CCCCAACTGC TCGACACTTT CAAAAGAAGG
-1320 TTCATGCCGA GGCATTTAGT ACGAAAAACG AGCAAAGCCT TGTTGGAGGC ATTTGTAAGC
-1260 GTGCCAGAAT ATCAGCAAGT GTGTGGGAAA GATGGGTGCA CTTTTTTGCA CACGGCTACA
-1200 GCCTGGATCA AATTTGGTGT TTGAGATTTC TCCAACGGCT CCTATTTTTA GCTCACAGTA
-1140 ACAGGAAAAA CGAAGCGAAG GGCCGGAAAA ATCATCGACA AGGGTGCCAA AGTGAGAGCA
-1080 GCAATGTATA CCGGAAACAC TGCAAAACGG GTTCAAACAG AGCAGGAGTC GTCACCAATA
-1020 GATACACCAC TTGTAGCAAG TATTATCACG ACCAGGGGCA ACCATCCCTA GAAAAACTAT
-960 CAGTCTGGGG TATTAACCGC CATCTGTTGA AAGTATTAAG GTTGATTACG TCCGAAAGGA
-900 TAACGGGACC CTTGGTGTTG GTGGAGAGTG TTTAACAAGG CTAGACATAG CTACCGGTAC
-840 TACAACGTAA TTGTCCTGGA ACAAAGAAGT TGCACTACTT GTGCCAGCAG CTAGCATCAG
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-780 CCTATGGAAA CGCCTGCATT CTTGCTCTCG GCCTTGTGTG GACCAAGCGC GGGCTTTGCA
-720 AAGCTCGGTC TTTGACGTGG AGCCCGCACC GCTCGTAATT ACATGTGGAC ACTCTTGGGT
-660 GCGCCTTTCA AAACAGGTTT CCCCAACATG AGAACTCAGT TGCCGCCAAG ACTGTAAAAG
-600 CCTAAACGGA ATAACCAAGA AATTATCCCT CTGCTATAGG CCGAATCAAA GTTTTCCCCG
-540 GACGGATGGG ACTTATGGAT TATACGACTA TGGGTAGCGC GTAAGCTGAA GCCAAGGGGT
-480 AGTTCTCAAG AGAAAGAAAC TTGCAAGAAA CACAAAACCA AGGGCGCACA CAAAGACAAA
-420 TCTGGCCTGG TGATGGAAGA AATCAAACTA CTTTTTGTTG CAGTTCTTAA TTGTATGGGG
-360 TAGAAGAGAG GGTTAGAGAG AGGCTACTTT AAGGGCGGTG GGAACAGAAG CCTCCGATAT
-300 AGCCAAGCCA ACCCGCCATT ATTTGTCTAT GTGACCCTGG CCACTGGATC AGTCCTCTCC
-240 CCCCATACGA TACCATACTC TCCATCACTG GCAAAGTCGC ATAACCAACA CTTATGCGTC
–180 TATGCACACA TTTTTACAAA GAAGCTAGTC CCAACCGAAC TCAAAAAGTA AGATGCAGGA
-120 TGCATGATGT ATGGCGGGGT TAAATTTTGC AGATATCGGT CAGACATGTG GAATATATAA
-60 AACGCCAGAT CGCCATGGAA ATAACAACAT CATCAACCCC ATTCACCCTC TTCTACAACC
1 ATGAACACCG AAATCCCCGA TCTCGAAAAG CAGCAGATTG ACCACAACTC TGGCTCTGAC
61 GACCCCCAGC CTATCCACGA CGATATGGCC CCCGTGTCTC GAATCCGATC CTCTGGACCC
121 AACCACGAGT ACATTCATAT TGCCGACCAG AAGTTCCACA GAGACGACTT CTACAGGGCC
181 TTTGGTGGTA CCCTGAACCC CGGTGGAGCT CCCCAGCCTT CCCGAAAGTT CGGTAACCCT
241 GCTCCTCTTG GTCTGTCTGC CTTTGCCCTC ACTACTCTTG TTTTCTCGCT GTGCACCGTC
301 CAGGCTCGAG GTGTCCCCAA CCCCAGCATC GCCGTTGGCC TTGCTCTGTT CTACGGAGGT
361 GTCTGCCAGT TCGCTGCCGG TATGTGGGAG TTTGTCCAGG AGAACACCTT TGGTGCTGCT
421 GCTCTTACTT CGTACGGAGG TTTCTGGATG TCTTGGGCTG CTATTGAGAT GAACGCATTT
481 GGAATCAAGG ACTCTTACAA CGACCCTATT GAGGTTCAGA ACGCGGTTGG TATTTATCTG
541 TTTGGATGGT TCATTTTCAC TCTCATGCTC ACTCTGTGCA CTCTGAAATC GACCGTGGCA
601 TTCTTTGGGC TCTTCTTCAT GCTGATGATG ACATTCTTGG TACTGGCGTG TGCGAATGTG
661 ACTCAGCACC ACGGCACTGC CATTGGTGGC GGTTGGCTCG GTATCATCAC TGCTTTCTTT
721 GGTTTCTACA ACGCCTACGC CGGTCTTGCC AACCCTGGAA ACTCCTACAT TGTTCCCGTT
781 CCTCTTGACA TGCCCTTCGT CAAGAAGGAC TAAGAAGAGA CACAATCCGC TCCCGTTGAG
841 TGTAGTTAGT TTAGGACATT AATTTATTCA GTTTAATTGA GACGATTTGT CAATCGCATC
901 ATGTGATAGT ACACAACCAG TCGCCCCTGT ACTTGCTTGT ACCTGTCTAC CTATCTCGTT
961 TATGCCTCGA TCTCCCAACA GATAGCAACG CCTGAAAGCT
Anlage 11: Sequenz des GPR1-Gens und der 5‘-seitigen Sequenzen aus dem Stamm
Yarrowia lipolytica PO1d (Variante GPR1B; SalI/HindIII-Fragment). Start- und Stopcodon des
GPR1-ORFs sind fett dargestellt.
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7.3 Messwerte zur Expression des lacZ-Gens unter Kontrolle des deletierten
GPR1B-Promotors
Anlage 12: Messwerte der ß-Galactosidase-Aktivitäten in den Transformanden des Stammes
Y. lipolytica PO1d mit dem Plasmid pTSB1 und den im pGPR1B-Promotorbereich deletierten
Plasmiden pTSB1-dX bei Kultivierung auf glucose-, acetat-, und ethanolhaltigen Medien.
ß-Galactosidase-Aktivität (MU) ±
Standardabweichung
Konstrukt Länge
Promotor-
Bereich (bp) Glucose Acetat Ethanol
pTSB1 1940 111 ± 17 293 ± 32 255 ± 35
pTSB1-d11 1400 123 ± 17 299 ± 58 289 ± 33
pTSB1-d12 1300 140 ± 17 299 ± 47 311 ± 42
pTSB1-d19 800 148 ± 21 315 ± 40 292 ± 39
pTSB1-d20 700 107 ± 18 278 ± 40 265 ± 22
pTSB1-d21 660 111 ± 14 265 ± 29 243 ± 17
pTSB1-d25 603 87 ± 11 236 ± 38 265 ± 40
pTSB1-d22 600 96 ± 11 241 ± 21 255 ± 36
pTSB1-d32 586 76 ± 14 192 ± 11 203 ± 22
pTSB1-d33 567 82 ± 12 213 ± 19 238 ± 30
pTSB1-d34 555 49 ± 5 86 ± 8 109 ± 15
pTSB1-d29 537 25 ± 2 30 ± 3 33 ± 2
pTSB1-d35 508 35 ± 4 32 ± 2 34 ± 3
pTSB1-d30 500 33 ± 2 30 ± 3 32 ± 5
pTSB1-d23 481 71 ± 9 62 ± 6 83 ± 21
pTSB1-d28 449 57 ± 8 49 ± 7 48 ± 8
pTSB1-d24 275 19 ± 4 25 ± 4 30 ± 6
pTSB1-d37 1921 113 ± 7 279 ± 16 263 ± 18
pTSB1-d38 1826 76 ± 8 85 ± 5 90 ± 9
pTSB1-d39 1907 65 ± 7 75 ± 9 61 ± 9
pTSB1-d40 1926 46 ± 7 52 ± 5 43 ± 5
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